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aa: aminoácido(s) 
Amidasa: N-acetylmuramoil-L-alanina amidasa (EC 3.5.1.28) 
Ap: ampicilina 
BSA: seroalbúmina bovina 
C-: carboxilo- 
C5Mtasa: citosina 5 DNA-metiltransferasa 
ChBD: dominio de unión a colina 
ChBP: proteína de unión a colina 
ChBR: secuencia repetida que forma parte del dominio de unión a colina 
C-LytA: dominio C-terminal de la amidasa LytA responsable de la unión a los residuos 
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EA (células EA): células de neumococo incubadas en presencia de etanolamina 
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ry distances) 
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RMN: resonancia magnética nuclear 
TA: ácido teicoico 
Tc: tetraciclina 
TP: tampón fosfato sódico 20 mM 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 
1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL GÉNERO STREPTOCOCCUS 
Los estreptococos son bacterias Gram-positivas, catalasa-negativas y anaerobias fa-
cultativas. Tienen forma esférica u ovoidea, presentan un diámetro de menos de 2 µm 
y crecen formando parejas o cadenas cortas. No forman endosporas y generalmente 
son inmóviles. Estas bacterias son quimioorganotrofas con unos requerimientos nutri-
cionales complejos y variables. Tienen metabolismo fermentativo con el ácido láctico 
como producto final y no producen gas. 
Históricamente, el género Streptococcus ha sido clasificado en función de diferen-
tes características. Los primeros intentos de clasificación se hicieron en función de la 
hemolisis de la cepas (Shottmuller, 1903). En 1933, Lancefield introduce una nueva 
característica, los antígenos frente a carbohidratos específicos, presente en cepas β-
hemolíticas (Lancefield, 1933). En 1937, Sherman propuso un sistema de clasifica-
ción, similar al que se utiliza hoy en día, que consistía en clasificar a los estreptoco-
cos en función de la reacción hemolítica, el antígeno de Lancefield y diversas pruebas 
fenotípicas (Sherman, 1937). En la actualidad, los sistemas clásicos de identificación 
de estreptococos se ven complementados con herramientas moleculares como la se-
cuenciación del 16S rRNA (Kawamura et al., 1995). A lo largo de las últimas décadas, 
el género descrito inicialmente como Streptococcus (Hardie, 1986), ha sido dividido 
primero en tres géneros diferentes sobre la base de técnicas moleculares y criterios 
quimiotaxonómicos: Streptococcus, Lactococcus y Enterococcus (Schleiffer y Kilpper-
Bälz, 1987) y luego en varios más. La revisión realizada por Facklam (2002) nos ofre-
ce la propuesta más reciente sobre la clasificación de los estreptococos. 
Las especies más frecuentes que forman el género Streptococcus sensu stricto 
aparecen anotadas en la Tabla 1. Para una actualización constante de las especies 
de éste y otros géneros se puede consultar la dirección de Internet: 
http://www.bacterio.cict.fr/s/streptococcus.html (Euzéby, 1997). 
Las especies que pertenecen a los grupos salivarius, mutans, anginosus y mitis 
constituyen los denominados estreptococos orales. Éstos residen en la cavidad oral y 
en el tracto respiratorio del ser humano y otros animales. La mayor parte de estas es-
pecies pertenece al grupo de los estreptococos viridans, llamados así por el tono ver-
doso (α-hemolisis) que rodea a sus colonias cuando crecen en agar-sangre y que es 
causada por el peróxido de hidrógeno generado por el microorganismo (Barnard y 
Stinson, 1996). Sin embargo, los términos estreptococos orales y viridans no son si-
nónimos ya que en el grupo de los estreptococos orales también se incluyen especies 
β-hemolíticas o que no producen hemolisis.  
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Tabla 1. Grupos filogenéticos y origen de las principales especies del género Streptococcus. Modificado de 
Kawamura et al. (1995) y Facklam (2002) 
 
Grupo Especies Origen 
Grupo piogénico S. pyogenes 
S. agalactiae 
S. dysgalactiae 
S. equi 
S. canis 
S. porcinus 
S. iniae 
S. uberis 
Humano 
Humano/bovino 
Humano/animal 
Animal/humano 
Canino/humano 
Porcino/humano 
Peces/humano 
Bovino 
Grupo bovis S. equinus 
S. gallolyticus 
S. pasteurianus 
Equino/bovino 
Humano/koala/bovino 
Humano/bovino 
Grupo mutans S. mutans 
S. sobrinus 
S. criceti 
S. downei 
S. ferus 
S. macacae 
S. ratti 
S. hyovaginalis 
Humano 
Humano/rata 
Rata/humano 
Mono 
Rata 
Mono 
Rata/humano 
Porcino 
Grupo salivarius S. salivarius 
S. vestibularis 
S. infantarius 
S. alactolyticus 
S. hyointestinalis 
S. thermophilus 
Humano 
Humano 
Humano 
Porcino/aves 
Porcino 
Productos lácteos 
Grupo anginosus S. anginosus 
S. constellatus 
S. intermedius 
Humano 
Humano 
Humano 
Grupo sanguinis S. sanguinis 
S. parasanguinis 
S. gordonii 
Humano 
Humano 
Humano 
Grupo mitis S. mitis 
S. pneumoniae 
S. oralis 
S. cristatus 
S. infantis 
S. peroris 
S. orisratti 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Rata 
Sin grupo S. suis 
S. acidominimus 
S. pluranimalium 
S. thoraltensis 
S. urinalis 
Porcino/humano 
Alimentos 
Animal 
Porcino 
Humano 
 
 
 
 
Streptococcus mitis y Streptococcus pneumoniae, que son las especies objeto de 
estudio en esta Memoria, se encuentran incluidas en el grupo mitis. Se trata de un 
grupo complejo desde el punto de vista taxonómico que ha sufrido cambios en la de-
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finición y nomenclatura de alguna de sus especies. Las denominaciones “Streptococ-
cus viridans” y “Streptococcus mitior” han sido causa de confusión entre taxónomos y 
clínicos ya que, a pesar de no representar ninguna especie en concreto, han sido uti-
lizadas durante mucho tiempo. S. mitis y S. pneumoniae son dos especies íntimamen-
te relacionadas que cohabitan en el tracto respiratorio superior del ser humano y, en 
ambas, se ha detectado la presencia de genes implicados en el desarrollo de la com-
petencia natural (Håvarstein et al., 1997). Existen numerosos trabajos en los que se 
demuestra el intercambio genético, mediante transferencia horizontal, que tiene lugar 
entre estas especies como en el caso de la resistencia frente a penicilina donde se ha 
detectado una sustitución de fragmentos internos de los genes que codifican determi-
nadas proteínas de unión a penicilina (PBPs) en S. pneumoniae por sus homólogas 
de S. mitis (Dowson et al., 1993). De manera similar, en cepas de neumococo resis-
tentes a ciprofloxacino, se ha descrito la presencia de un gen (ant) ubicado precisa-
mente entre parE y parC, genes en los que se localizan los cambios nucleotídicos 
responsables de las resistencias a quinolonas. Esta organización génica parE-ant-
parC es característica de estreptococos (no de neumococos) del grupo viridans, como 
S. mitis, lo que sugiere, de nuevo, un mecanismo de transferencia genética como 
causa de la adquisición de esta resistencia (Balsalobre et al., 2003). Recientemente 
se ha visto que ciertas cepas de neumococo que no presentan cápsula polisacarídica, 
han sustituido el locus capsular cap (o cps) por homólogos del gen aliB, implicado en 
el transporte de oligopéptidos, dando lugar a una organización genética similar a la 
que parece encontrarse en esa región en el genoma de S. mitis (Hathaway et al., 
2004). 
Con frecuencia, aislados de S. mitis son identificados como S. pneumoniae y vice-
versa. Aunque las características que diferencian a estas especie son fundamental-
mente la sensibilidad a optoquina, la solubilidad en sales biliares (desoxicolato sódico, 
Doc) y la aglutinación frente a anticuerpos capsulares, que son características de 
neumococo (Tabla 2), la identificación se complica cuando aparecen aislados atípicos 
de S. pneumoniae que pueden ser no tipables, resistentes a optoquina, insolubles en 
Doc o poseer cualquier combinación de estos tres fenotipos (Díaz et al., 1992a; Fenoll 
et al., 1990; Mundy et al., 1998). 
Las proteínas tipo LytA son factores de virulencia característicos de S. pneumoniae 
sobre cuyos genes se han diseñado sondas específicas que han sido utilizadas para 
la identificación de los aislados atípicos de S. pneumoniae (Fenoll et al., 1990; Kearns 
et al., 2000). Sin embargo, estudios recientes han descrito la presencia de estos ge-
nes en aislados que genéticamente parecen estar más próximos a S. mitis que a 
neumococo (Whatmore et al., 2000). El gen de la adhesina de superficie A (psaA) 
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también ha sido propuesto para la identificación de aislados de S. pneumoniae 
(Messmer et al., 2004) aunque un estudio anterior demostraba su presencia en otras 
especies de estreptococos como S. mitis, Streptococcus oralis y Streptococcus angi-
nosus (Jado et al., 2001).  
 
 
Tabla 2. Características bioquímicas para la identificación de S. pneumoniae y S. mitisa 
-esculina; Na, Cre-
 
egún el Comité para la Reevaluación de la Definición de Especie Procariótica, la 
hi
1.1. Streptococcus pneumoniae 
or primera vez por Sternberg en 1880 mediante la ino-
 
Especie Hemolisis Cap Opt BS BE Na Pyr Esc VP Man Mel Sbl Tre Dx 
S. pneumoniae α-hemolisis v S + − − − v − − + − v − 
S. mitis α-hemolisis − R − − − − − − − v v v − 
 
a Abreviaturas: Cap, Cápsula; Opt, optoquina; BS, Solubilidad en bilis; BE, Reacción bilis
cimiento en medio con 6.5 % NaCl; Pyr, reacción de la pirrolidonilarilamidasa; Esc, Hidrólisis esculina; VP, 
Reacción Voges-Proskauer; Man, Mel, Sbl, Tre, Acidificación de medios con manitol, melobiosa, sorbitol y 
trealosa; Dx, Producción de polisacáridos extracelulares. R, resistente; S, sensible; V, variable.  
 
S
bridación DNA-DNA debe ser considerada como el criterio molecular de elección 
para la identificación de una especie (Stackebrandt et al., 2002). Cualquier otro méto-
do basado en métodos genéticos o en otras características debe apoyarse siempre 
en el porcentaje de identidad entre sus genomas. Este método parece ser el único 
que permite la identificación de los aislados atípicos ya que las especies S. pneumo-
niae, S. mitis y S. oralis presentan entre un 40 y un 60% de identidad entre sus ge-
nomas completos (Kawamura et al., 1999). 
 
1.1.1. Aspectos históricos  
Neumococo fue descubierto p
culación de conejos con su propia saliva. En diciembre de ese mismo año y de mane-
ra independiente, Pasteur aisló la bacteria de ratones a los que había inyectando la 
saliva de un niño muerto por el virus de la rabia. Las observaciones de Pasteur se 
hicieron públicas antes que las de Sternberg en una reunión de la Academia France-
sa de Medicina en París en enero de 1881 (Pasteur et al., 1881) mientras que las de 
Sternberg se publicaron en abril de ese mismo año (Sternberg, 1881). En 1884, Gram 
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desarrolló la tinción que lleva su nombre no para diferenciar bacterias sino para facili-
tar la visualización de neumococo en el tejido pulmonar (Gram, 1884). Ese mismo 
año, este microorganismo fue denominado Micrococcus pneumoniae (Klein, 1884), 
más tarde Diplococcus pneumoniae (Weichselbaum, 1886) y, finalmente, Streptococ-
cus pneumoniae (Chester, 1901).  
Neumococo ha desempeñado un papel fundamental en el nacimiento de la biología 
m
.1.2. Características generales 
 0.5−1.25 µm que, frecuentemente, forma parte de 
1.1.3. Importancia clínica 
oniae reside en su gran capacidad para causar enferme-
olecular. En 1928, el científico británico Griffith obtuvo la primera evidencia de trans-
formación genética bacteriana trabajando con S. pneumoniae (Griffith, 1928). Griffith 
estaba realizando estudios sobre la cápsula de neumococo y demostró que si células 
capsuladas muertas por calor se inyectaban con células no capsuladas vivas, se pro-
ducía una infección mortal en ratón y las células que se recuperaban del animal eran 
de tipo capsulado. A la sustancia responsable de este cambio se le denominó “princi-
pio transformante”. Este principio fue identificado a nivel molecular por Oswald T. 
Avery y sus colaboradores del Instituto Rockefeller de Nueva York, en una serie de 
estudios llevados a cabo en los años 30 y que culminaron en 1944 con la propuesta 
de que los genes están hechos de DNA (Avery et al., 1944).  
 
1
S. pneumoniae es una bacteria de
la microbiota del tracto respiratorio superior del ser humano. Generalmente se en-
cuentra formando cadenas cortas o en parejas (diplococos). Cuando se cultiva en 
placas de agar sangre en aerobiosis presenta una marcada α–hemolisis pero, si es 
incubado en anaerobiosis, se observa β–hemólisis debida a la acción de la neumolisi-
na (Brzin, 1969). Neumococo es soluble en Doc debido a que este detergente dispara 
la acción incontrolada de la principal autolisina (LytA) que rompe la pared celular en 
un proceso dependiente de colina (Mosser y Tomasz, 1970). La colina es un requeri-
miento imprescindible para el crecimiento de este microorganismo (Tomasz, 1964). 
Este aminoalcohol desempeña, como se verá en detalle más adelante, funciones 
esenciales en la fisiología tanto de neumococo como de S. mitis.  
 
La importancia de S. pneum
dad en el ser humano. La colonización de la mucosa del tracto respiratorio superior 
puede tener lugar a las pocas horas o bien a los pocos días del nacimiento (Austrian, 
1986) y, por lo tanto, se considera que cualquier individuo ha estado colonizado en 
algún momento de su vida. La enfermedad invasiva se desarrolla cuando neumococo 
pasa de la zona donde reside habitualmente a un área estéril. Dependiendo de la zo-
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na colonizada, S. pneumoniae va a causar diferentes infecciones. En niños es el prin-
cipal responsable de otitis media y uno de los más importantes causantes de meningi-
tis y neumonía. En adultos es el principal agente etiológico de la neumonía adquirida 
en la comunidad así como sinusitis, meningitis y bacteriemia. Según la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades infecciosas son la segunda causa de 
mortalidad en todo el mundo siendo superadas tan sólo por las afecciones cardíacas. 
Dentro de las enfermedades infecciosas, las respiratorias son las que causan más de-
funciones. La neumonía, en particular, provoca la muerte de más niños que cualquier 
otra enfermedad infecciosa en el mundo (Bryce et al., 2005). Neumococo es el agente 
responsable de entre el 10 y el 25% de los casos de neumonía (Shann, 1990) y, en 
países en vías de desarrollo, de hasta el 70% de los mismos, con mortalidades de en-
tre el 20 y el 25% (WHO, 1997). La meningitis neumocócica tiene una tasa de morta-
lidad del 30% (Wenger et al., 1990) y según un estudio reciente, se estima que cada 
año se producen 2 millones de fallecimientos entre la población infantil debido a in-
fecciones causadas por S. pneumoniae (Williams et al., 2002). 
Las primeras cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina fueron aisladas en 
Australia en los años 60 (Hansman y Bullen, 1967) mientras que los primeros neumo-
cocos multirresistentes y con una alta resistencia a penicilina (Concentración Mínima 
Inhibitoria, MIC ≥ 2 µg/ml) fueron descubiertos en Sudáfrica una década después 
(Jacobs et al., 1978). A pesar de que la primera cepa resistente fue aislada en un 
adulto, la primera cepa multirresistente lo fue de un niño dado que las cepas resisten-
tes parecen ser más comunes en niños que en adultos. La razón de esta asociación 
no está muy clara pero parece reflejar el uso inadecuado de los antibióticos en la po-
blación infantil. El hecho de que los niños sean portadores habituales de neumococo 
conlleva a que su nasofaringe se constituya en un hábitat idóneo para que tengan lu-
gar fenómenos de transmisión genética entre cepas sensibles y resistentes, aprove-
chando para ello la capacidad natural de neumococo para incorporar DNA exógeno, 
lo que conduce a la diseminación de la resistencia en cuestión (McGee et al., 2000). 
En la actualidad hay cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina o multirresisten-
tes distribuidas por todo el mundo. La estrategia de esta bacteria es favorecer la dis-
persión de un número restringido de clones; 10 de ellos son los responsables del 85% 
de las enfermedades neumocócicas que presentan resistencia a penicilina (Klugman, 
2002). Los casos de cepas resistentes a penicilinas pueden ser tratados eficazmente 
con quinolonas o macrólidos aunque también se han descrito situaciones de resisten-
cia frente a antibióticos de estas familias (Balsalobre et al., 2003; Klugman, 2004). La 
vancomicina es el antibiótico utilizado como último recurso para casos de cepas multi-
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rresistentes pero ya se han documentado casos en los que se ha observado toleran-
cia a este compuesto (Novak et al., 1999; Rodriguez et al., 2004). 
El primer aislado clínico con resistencia a penicilina en España fue identificado en 
1979 (Casal, 1982) y desde entonces la cifra de cepas resistentes ha ido aumentando 
progresivamente. En los años 80 tuvo lugar un aumento gradual en la resistencia de 
S. pneumoniae frente a la penicilina y otros antibióticos. En los 90, la prevalencia de 
los neumococos resistentes a penicilina permaneció estable situándose, aproxima-
damente, en el 40% de las cepas aisladas de adultos con enfermedad invasiva pero 
en los aislados pediátricos tanto invasivos como no invasivos aumentó hasta valores 
de entre el 50 y 60% (Liñares et al., 2000). Sin embargo, en un estudio hecho entre 
los años 2001 y 2003, se ha detectado un descenso en el número de cepas resisten-
tes a penicilina en la población infantil que coincide en el tiempo con un descenso en 
el consumo de antibióticos y con la introducción en 2001 de la vacuna conjugada hep-
tavalente (Oteo et al., 2004) (ver más adelante). También se han detectado cepas de 
S. pneumoniae resistentes a macrólidos, lincosamidas, y estreptogramina B (MLS) y, 
lo que es más preocupante, resistentes a cefalosporinas de tercera generación. Tam-
bién se han aislado cepas que presentan resistencia a tres o más grupos de antimi-
crobianos (30-40%) lo que limita el tratamiento de las infecciones por neumococo. La 
mayoría de estos aislados pertenecen a los serotipos 6, 14, 15, 19, y 23 (Liñares et 
al., 2000). Recientemente, se ha llegado a señalar que debido a los niveles de resis-
tencia frente a los antibióticos que han alcanzado ciertas bacterias Gram-positivas, 
entre las que se incluye S. pneumoniae, estas variantes clínicas han alcanzado clíni-
camente el estatus de “supergérmenes” (Hancock, 2005). 
La cápsula es el principal factor de virulencia de neumococo constituyendo condi-
ción sine qua non para la misma y bloquea el reconocimiento del microorganismo por 
parte del huésped impidiendo la fagocitosis (Yother, 2004) (Tabla 3). Es la estructura 
más externa de S. pneumoniae y está formada por polisacáridos complejos (en la ac-
tualidad se conocen 90 diferentes) compuestos por unidades repetidas de azúcares 
(Kamerling, 2000) unidas a la pared celular, en la mayoría de los casos, posiblemente 
mediante enlaces covalentes (Sørensen y Blom, 1992; Yeung y Mattingly, 1986). 
También se ha demostrado el papel que desempeñan la proteína de superficie PspA, 
la proteasa específica de IgA1 humana y la neumolisina en la virulencia. Aunque de 
manera indirecta, la autolisina LytA también coopera al incremento de la patogenei-
dad de neumococo. Como consecuencia de su actividad se liberan fragmentos de pa-
red celular y otros factores como la neumolisina, de localización intracelular, que van 
a agravar la infección. En estudios recientes se ha puesto de manifiesto la presencia 
de otros factores proteicos implicados en la virulencia como la hialuronidasa Hyl, las 
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neuraminidasas NanA y NanB así como otras proteínas de superficie que podrían 
emplearse en la elaboración de vacunas conjugadas (Jedrzejas, 2001).  
El polisacárido capsular proporciona la diana antigénica utilizada en el diseño de la 
vacuna antineumocócica. En 1977 se introdujo la vacuna 14-valente y el 1983 la 23-
valente que cubre el 90% de las infecciones causadas por S. pneumoniae en Estados 
Unidos. La vacunación con la vacuna 23-valente (serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, 33F) está recomen-
dada para adultos con enfermedades respiratorias crónicas, ancianos y niños a partir 
de dos años de edad. En niños menores de esta edad la respuesta inmune es pobre 
o inexistente. El polisacárido capsular lleva asociada una respuesta inmune indepen-
diente de linfocitos T. Para poder mantener un título elevado de anticuerpos en niños 
menores de dos años es necesaria una respuesta dependiente de linfocitos T y para 
conseguir este objetivo se están diseñando vacunas que combinan polisacáridos con 
proteínas inmunogénicas (Kamerling, 2000). Recientemente se ha licenciado una va-
cuna 7-valente (4, 6B, 9V, 14, 18C,19F, 23F) que conjuga estos polisacáridos con el 
toxoide diftérico. No obstante, presenta el inconveniente de que no contiene los sero-
tipos 1, 3, 5 y 7F que son muy importantes en este grupo de edad (Jacobs, 2004). 
Asimismo, el reemplazamiento de unos serotipos por otros no incluidos en la vacuna 
conjugada puede suponer una limitación clínica al empleo de estas vacunas 
(Veenhoven et al., 2003)  
 
1.2. Streptococcus mitis 
1.2.1. Características generales  
El nombre de S. mitis fue utilizado por primera vez por Andrewes y Horder (1906) pa-
ra describir una bacteria saprofita presente en la saliva y en las heces y que no cau-
saba enfermedad. Este microorganismo se comportaba como un estreptococo α-
hemolítico incapaz de cuajar la leche, que fermentaba lactosa y sacarosa pero rara-
mente fermentaba rafinosa o inulina. Sherman y cols. (1943) describieron a S. mitis 
como un grupo confuso y heterogéneo y señalaron que la dificultad en la identifica-
ción de esta especie radicaba en la falta de características propias que permitieran la 
diferenciación de especies próximas. Colman y Williams (1972) propusieron un nuevo 
grupo de estreptococos al que llamaron “Streptococcus mitior” y que era muy pareci-
do, si no idéntico, al definido como S. mitis anteriormente y que contenía estreptoco-
cos α-hemolíticos que se distinguían porque contenían en su pared ácidos teicoicos 
(TA) con ribitol pero poca o ninguna ramnosa. S. mitis fue incluido en la lista de mi-
croorganismos aprobados en 1980 (Skerman et al., 1980) basándose en la descrip-
ción hecha de este microorganismo en la octava edición del Manual de Bergey 
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(Buchanan y Gibbons, 1974) mientras que la denominación “S. mitior” no fue acepta-
da por carecer de una caracterización detallada. La cepa que en ese momento fue 
considerada como cepa tipo de S. mitis (NCTC 3165, S. mitisT) había sido depositada 
en la NCTC (National Collection of Type Cultures) en 1930 antes de la descripción de 
la especie Streptococcus sanguinis y en un momento en el que aislados de la especie 
Streptococcus salivarius eran considerados como pertenecientes a S. mitis. Estudios 
realizados en 1989 (Kilian et al., 1989a, b) demostraron que esa cepa no se corres-
pondía con la definición de S. mitis hecha en el Manual de Bergey y fue reemplazada 
en 1993 por la cepa NCTC 12261 como cepa tipo de S. mitis (Judicial Comm., 1993). 
Por otra parte y para mayor complicación, la especie S. mitis había sido además divi-
dida en dos subgrupos, biovar 1 y 2, basándose en diferentes respuestas a pruebas 
bioquímicas (Kilian et al., 1989b) pero estudios más recientes basados en el patrón 
electroforético de las proteínas totales se ha demostrado que el biovar 2 es un taxón 
heterogéneo que incluye cepas que pertenecen a especies próximas como Strepto-
coccus parasanguinis, Streptococcus cristatus y S. oralis (Vandamme et al., 1998). 
 
1.2.2. Importancia clínica 
S. mitis es una bacteria comensal que en condiciones de inmunosupresión, cáncer, 
neutropenia u otros factores de riesgo puede invadir tejidos estériles profundos del 
huésped causando graves infecciones como endocarditis, meningitis o neumonía 
(Tunkel y Sepkowitz, 2002). La endocarditis infecciosa es una enfermedad caracteri-
zada por la formación de acumulaciones de plaquetas, fibrina, microorganismos y cé-
lulas inflamatorias que comúnmente afectan a las válvulas cardíacas (lo que se de-
nomina vegetaciones) pero que también pueden desarrollarse en cualquier defecto 
del septo o en el endocardio mural. Los principales causantes son Staphylococcus 
aureus y estreptococos del grupo viridans y dentro de este grupo, S. mitis es el res-
ponsable del mayor número de casos de esta enfermedad (Mylonakis y Calderwood, 
2001). La endocarditis infecciosa es difícil de diagnosticar y está asociada a tasas de 
mortalidad elevadas (21-35%). A pesar de que esta enfermedad fue diagnosticada 
por primera vez hace aproximadamente 450 años, en la actualidad se presenta como 
un problema emergente debido a la aparición de resistencias en sus principales agen-
tes causales (Millar y Moore, 2004).  
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Tabla 3. Principales factores de virulencia de S. pneumoniae 
Factor de virulencia Mecanismo de acción propuesto 
Cápsula Impide la activación de la ruta alternativa del complemento 
Resistencia a la fagocitosis 
Deposición de componentes del complemento inactivos para la opsoniza-
ción 
Baja o nula inmunogenicidad de algunos serotipos 
Pared celular Mediador de la adhesión a las células epiteliales 
Efectos inflamatorios 
- Activación de la ruta alternativa del complemento 
- Aumento de la permeabilidad vascular, desgranulación de masto-
citos y activación de células polimorfonucleares 
- Aumento de la producción de IL-1 
Neumolisina Efecto citolítico a concentraciones altas 
Efecto citotóxico a concentraciones bajas 
- Destrucción del epitelio e inhibición del movimiento ciliar 
- Inhibición de la actividad bactericida de las células polimorfonu-
cleares 
- Inhibición de la proliferación de linfocitos 
- Inhibición de la síntesis de anticuerpos 
Activación del complemento 
Aumento de monocitos y producción de IL-1β y TFN-α 
Unión al fragmento Fc de los anticuerpos 
LytA Liberación de neumolisina y fragmentos de la pared celular 
PspA Prevención de los mecanismos de activación del complemento 
Reducción de la fagocitosis de la bacteria mediada por complemento 
Neuraminidasa Exposición de posibles receptores para neumococo a, b 
Proteasa IgA1 Contrarresta los mecanismos de defensa de las mucosas a 
Peróxido de hidrógeno Daño pulmonar a 
Hialuronidasa Degradación del ácido hialurónico de la matriz extracelular de los tejidos 
 
La mayoría de estos efectos se han demostrado sólo in vitro. a Estos mecanismos han sido sugeridos pero 
no demostrados. b Este mecanismo de virulencia ha sido demostrado sólo para neuraminidasas virales.  
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S. mitis ha sido asociado a brotes del síndrome del choque tóxico, similar al produ-
cido por estreptococos del grupo A que pueden afectar a pacientes oncológicos y 
neutropénicos. La profilaxis antibiótica con trimetoprima-sulfametoxazol o fluoroquino-
lonas, a los que frecuentemente S. mitis es resistente, están considerados factores de 
riesgo importantes en el desarrollo de esta enfermedad. A pesar de iniciar una terapia 
temprana apropiada para estos pacientes, en el caso de sufrir bacteriemia causada 
por estreptococos viridans la mortalidad alcanza al 18% de los casos. En los pacien-
tes en los que se desarrolla el síndrome del choque tóxico la mortalidad es mucho 
más alta (60-100%) (Tunkel y Sepkowitz, 2002). Más recientemente, S. mitis ha sido 
responsable de un brote del síndrome del choque tóxico en una población sana de 
China (Lu et al., 2003). La cepa responsable de este brote producía una toxina piro-
génica diferente a las descritas por el momento en otros estreptococos. 
Se conoce muy poco sobre los factores de virulencia responsables de la patoge-
neidad de S. mitis. Hasta el momento, se han descrito tres proteínas de superficie 
(PblT, PblA y PblB) que promueven la agregación plaquetaria (Bensing et al., 2001a), 
un mecanismo fundamental en los procesos de endocarditis, aunque no se ha demos-
trado directamente el papel de estas proteínas en este proceso. Las proteínas PblA y 
PblB están codificadas por un bacteriófago (SM1) identificado en una cepa de S. mitis 
aislada de un paciente con endocarditis (Bensing et al., 2001b; Siboo et al., 2003) 
aunque no hay estudios que correlacionen la presencia de este fago con la virulencia 
de otras cepas.  
 
2. LOS BACTERIÓFAGOS 
Los primeros indicios sobre la existencia de los bacteriófagos datan de 1896 cuando 
el químico británico E. H. Hankin observó que el agua de dos ríos de la India era ca-
paz de matar a los microorganismos causantes del cólera (Hankin, 1896). Sin embar-
go, no fue hasta dos décadas después cuando dos científicos, trabajando de manera 
independiente, concluyeron que esas partículas que mataban bacterias eran orga-
nismos en sí mismos. En 1915, el bacteriólogo británico, Frederick W. Twort (Twort, 
1915) y en 1917 Félix d´Hérelle (D´Hérelle, 1917) descubrieron los bacteriófagos. Los 
fagos son las entidades más abundantes de la biosfera (aprox. 1031)  (López y García, 
2004). Desde el momento de su descubrimiento y hasta la actualidad, los fagos han 
jugado un papel trascendental en el desarrollo de biología molecular.  
 
2.1. Bacteriófagos de S. pneumoniae 
Todos los fagos de neumococo aislados hasta el momento pertenecen al orden Cau-
dovirales o fagos caracterizados por tener una cabeza poliédrica y una cola tubular. El 
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orden Caudovirales se divide en tres familias diferentes: los fagos de la familia Myovi-
ridae caracterizados por tener una cola larga y contráctil, los Siphoviridae con una co-
la larga y no contráctil y los Podoviridae con una cola corta. Los Caudovirales com-
prenden el 96% de los bacteriófagos conocidos. Los Siphoviridae son los más abun-
dantes (61.7%), seguidos de los Myoviridae (24.5%) y los Podoviridae (13.9%) 
(Ackermann, 2001). En S. pneumoniae han sido aislados fagos pertenecientes a las 
tres familias del orden Caudovirales.  
Los primeros bacteriófagos de S. pneumoniae se descubrieron en el año 1975. Los 
fagos Dp, diplofagos, fueron aislados a partir de muestras de pacientes con síntomas 
de enfermedades del tracto respiratorio superior en el Hospital Lebanon del Bronx 
(Nueva York), por un grupo de la Universidad Rockefeller (McDonnell et al., 1975). 
Simultáneamente, los fagos ω fueron aislados de neumococos no capsulados a partir 
de frotis de garganta en el Hospital General de Massachussets en Boston (Tiraby et 
al., 1975). En ambos casos se trataban de fagos líticos pertenecientes a la familia 
Siphoviridae. La abundancia de fagos atemperados en aislados clínicos de neumoco-
co fue puesta de manifiesto en esas fechas (Bernheimer, 1977) y recientemente, se 
ha cifrado su presencia en un 75% de las muestras analizadas (Ramirez et al., 1999). 
Desde el descubrimiento de los primeros bacteriófagos de neumococo hasta la actua-
lidad se han aislado diferentes ejemplares tanto en pacientes con enfermedades res-
piratorias como en personas sanas: los fagos Dp (López et al., 1977), HB 
(Bernheimer, 1977, 1979); Cp (Ronda et al., 1981), el fago EJ-1 (Díaz et al., 1992b), 
MM1 (Gindreau et al., 2000; Obregón et al., 2003a) y VO1 (Obregón et al., 2003b). El 
aislamiento y el estudio de estos bacteriófagos ha puesto de manifiesto la variabilidad 
que existe en cuanto a su morfología y a su ciclo de vida (Fig. 1 y Tabla 4). Los fagos 
Dp-1 y Cp-1 son líticos mientras que MM-1 y EJ-1 son atemperados. Dp-1, HB-3 y 
MM1 pertenecen a la familia Siphoviridae. Cp-1 es un fago de la familia Podoviridae y 
EJ-1 es el único representante de los Myoviridae.  
Hasta este momento se ha secuenciado el genoma completo de los bacteriófagos 
de S. pneumoniae Cp-1, Dp-1 y MM-1. El análisis comparativo de los genomas ha 
proporcionado nuevas herramientas que han servido para confirmar la presencia de 
profagos relacionados entre si en cepas clínicas de neumococo pertenecientes a dife-
rentes tipos capsulares (Gindreau et al., 2000). 
 
2.1.1. Características generales de los fagos líticos de S. pneumoniae 
Los bacteriófagos líticos de S. pneumoniae pertenecen a dos familias conocidas co-
mo los fagos Dp (McDonnell et al., 1975) y los fagos Cp (Ronda et al., 1981). Se ha 
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determinado la secuencia del genoma completo de un representante de cada familia, 
el fago Dp-1 (Pelletier et al., 2000) y el fago Cp-1 (Martín et al., 1996b).  
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100 nm
Figura 1. Micrografía electrónica de varios fagos de neumococo. De izquierda a derecha: Dp-1, Cp-1, MM-
1 y EJ-1. 
 
 
Tabla 4. Algunas características de los fagos que infectan a S. pneumoniae 
 
 
El fago Dp-1 tiene un genoma de 56506 pb (Fig. 2) y está organizado en cuatro 
m
 
   Morfología     
Fago Tipo Familia (otros miembros) Cabeza 
(nm) 
Cola 
(nm) 
Genoma 
(tamaño, bp) 
Proteína 
terminal (kDa) 
Holina 
(kDa) 
Lisina (kDa) 
Dp-1 Lítico Siphoviridae (Dp-4, ω-1,  
ω-8) 
60 155 dsa (56506) No Si (8) Amidasa (31) 
Cp-1 Lítico Podoviridae (Cp-5, Cp-7, 
Cp-7, Cp-9) 
60 × 45 20 ds (19343)  Si (26.8) Si (15.4) Lisozima (39) 
MM-1 Atemperado Siphoviridae (HB-3, HB-
746, HB-623, VO1) 
60 160 ds (40248) Sí (20) Si (12.1) Amidasa (36) 
EJ-1 Atemperado Myoviridae 57 130 ds (42935)b No Sí (10.9) Amidasa (36) 
a ds, DNA bicatenario. 
b Determinado en esta Tesis.  
ódulos principales (replicación, empaquetamiento, estructural y lítico) de acuerdo 
con el parecido encontrado con otros fagos líticos de la familia Siphoviridae que infec-
tan bacterias acidolácticas (Brüssow, 2001). El contenido en G+C del genoma de este 
fago es 40.3%, prácticamente idéntico al del genoma del neumococo (39.7%) (Tettelin 
et al., 2001). Dp-1 contiene una envuelta lipídica (López et al., 1977) y codifica una 
enzima lítica (Pal) que está involucrada en la liberación de la progenie fágica (Ronda 
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et al., 1977). El DNA del fago Dp-1 presenta dos características notables que le hacen 
original respecto del resto de fagos estudiados. En primer lugar, contiene 11 marcos 
de lectura abiertos (orfs) (de orf27 a orf37) que se transcriben de izquierda a derecha 
y que no presentan ningún parecido con los genes registrados en las bases de datos 
con la excepción del orf34. En segundo lugar, el genoma del fago Dp-1 contiene un 
grupo de 5 genes localizados en su extremo izquierdo (del orf1 al orf5) que codifican 
proteínas relacionadas con la síntesis de la 6-piruvoiltetrahidropterina. Entre estos 
genes se encuentran incluidos los que codifican una GTP ciclohidrolasa I (orf5) y una 
sintasa THP (orf3) que en el genoma del fago Dp-1 parecen estar organizados en una 
misma unidad transcripcional. El DNA de Dp-1 no es digerido por numerosas enzimas 
de restricción a pesar de que sus sitios de corte están presentes. Existen, por ejem-
plo, 24 sitios de corte para la enzima EcoRI y sin embargo el DNA es resistente a su 
acción. Se han clonado fragmentos del genoma del fago Dp-1 en Escherichia coli y, 
en ese caso, el DNA ha resultado sensible a las enzimas de restricción (resultados 
 
 
 
igura 2. Organización genómica de los fagos Cp-1, Dp-1 y MM-1. Los genes se representan como flechas 
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que indican la dirección de transcripción. Los genes que codifican proteínas similares a las incluidas en los 
bancos de datos se han coloreado de acuerdo con su función.  
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no publicados). El mismo comportamiento se ha observado en un fago de la misma 
familia, Dp-4. Estudios fisicoquímicos sugieren que el fago Dp-4 posee un DNA muy 
modificado (García et al., 1979). Como el conjunto de genes desde orf1 a orf5 están 
localizados en el módulo de replicación del genoma del Dp-1, cabe especular que es-
tos y otros genes podrían estar implicados en la modificación del DNA (López y Gar-
cía, 2004). El fago Dp-1 presenta, además, otras características que lo hacen ser es-
pecialmente interesante. Como ya se ha citado en esta Memoria y se ampliará más 
adelante, la colina es un aminoalcohol esencial para la actividad de las enzimas líticas 
de S. pneumoniae. La colina es también importante para la unión del fago Dp-1 a sus 
receptores de la pared celular ya que se demostró que células cultivadas en presen-
cia de etanolamina, un análogo estructural de la colina, son resistentes a la infección 
por este fago (López et al., 1982). Los residuos de colina parecen ser componentes 
esenciales de los receptores del fago Dp-1 en la superficie del neumococo. Estas pe-
culiaridades sugieren la existencia de una proteína de unión a colina presente en la 
cola del fago Dp-1. Análisis sobre el genoma de este fago han revelado la existencia 
de un gen, orf55, cuyo producto podría codificar una proteína de unión a colina 
(López y García, 2004).  
El fago Cp-1 es un fago lítico perteneciente a la familia Podoviridae. Su genoma es 
lineal, tiene un tamaño de 19343 pb y un porcentaje en G+C del 38.8% (Fig. 2). La 
especificidad de huésped del fago Cp-1 no está restringida a S. pneumoniae sino que 
se ha demostrado que es capaz de infectar también a S. oralis, una especie que, al 
igual que neumococo, reside en el tracto respiratorio superior del ser humano (Ronda 
et al., 1989). Otra característica peculiar del fago Cp-1 y que comparte con otros fa-
gos de neumococo (HB-3, MM1, Cp-5 y Cp-7) es la presencia de una proteína unida 
covalentemente a los extremos 5´ de su DNA (proteína terminal) y de repeticiones 
terminales invertidas, de 236 nucleótidos (nt) en este fago (García et al., 1983, Obre-
gón et al., 2003a; Romero et al., 1990b). En el caso de la proteína terminal del fago 
Cp-1 y otros fagos de la familia Cp, su función consiste en participar en el inicio de la 
replicación del DNA mediante un mecanismo conocido como “protein-priming” similar 
al descrito para el bacteriófago φ29 de Bacillus subtilis (Martín et al., 1996a; Salas, 
1988). En el fago Cp-1, la unión entre la proteína terminal y el 5´-dAMP se realiza a 
través de una treonina (García et al., 1986). La iniciación de la replicación y los prime-
ro pasos de la elongación del DNA del fago Cp-1 han sido estudiados en detalle 
(Martín et al., 1996a) y los resultados obtenidos en este estudio parecen reforzar la 
teoría del “sliding-back” como un mecanismo común en la replicación de los genomas 
que utilizan para el inicio de su replicación una proteína unida al extremo 5´ (Meijer et 
al., 2001). El parecido morfológico de los fagos Cp-1 y φ29 es bastante notable y el 
 15 
estudio de los genomas de ambos fagos sugiere que algunos de sus genes han evo-
lucionado de un ancestro común. La principal diferencia que parece existir entre am-
bos virus es la posición relativa de los tránscritos tempranos que se corresponden con 
los genes de la DNA polimerasa y la proteína terminal (Martín et al., 1996b). En el fa-
go φ29 este tránscrito se sintetiza de derecha a izquierda y una proteína concreta (p4) 
está implicada en su regulación (Salas y Rojo, 1993). La transcripción del fago Cp-1 
tiene lugar en dos etapas, una temprana, en la que se transcriben los genes implica-
dos en la replicación del DNA y una más tardía en la que lo hacen los genes respon-
sables de la estructura de la partícula fágica así como los implicados en la lisis del 
huésped (Martín et al., 1995). El fago Cp-1 codifica una enzima lítica, Cpl-1, que ac-
túa como una lisozima cortando el enlace β1→4 entre el ácido N-acetilmurámico 
(MurNAc) y la N-acetilglucosamina (GlcNAc) y permite así la liberación de la progenie 
fágica. El estudio de esta enzima ha permitido profundizar en la relaciones evolutivas 
de las enzimas líticas de S. pneumoniae y sus bacteriófagos (ver más adelante) 
(García et al., 1988a).  
 
2.1.2. Características generales de los fagos atemperados de S. pneumoniae 
HB-3 y MM-1 son dos fagos atemperados de S. pneumoniae que pertenecen a la fa-
milia Siphoviridae. Los fagos de la familia HB, a la que pertenece HB-3, fueron aisla-
dos de neumococos capsulados presentes en pacientes pediátricos en los años 70 
(Bernheimer, 1979). El fago HB-3 codifica una enzima lítica, Hbl, que presenta una 
elevada similitud (90.2%) con la secuencia de la principal autolisina de S. pneumoniae 
(LytA) (Romero et al., 1990a). Al igual que el fago Cp-1, los fagos HB y MM1 presen-
tan una proteína unida covalentemente a los extremos 5´ de su DNA (Gindreau et al., 
2000; Romero et al., 1990b). Por el momento, se desconoce la función de estas pro-
teínas ya que no se dispone de ningún dato que indique su participación en la replica-
ción del DNA. Se ha especulado sobre el efecto protector que pueden ejercer sobre el 
DNA durante su transporte desde la membrana hasta su integración como profagos, o 
la posibilidad de que lleven a cabo alguna función durante la integración (o ambos), 
como se ha señalado en el caso de algunos adenovirus y plásmidos lineales que 
también poseen proteínas terminales (Salas, 1988). Los fagos HB, así como MM-1, al 
tratarse de fagos atemperados, deben perder esa proteína para integrarse en el cro-
mosoma del huésped y recuperarla al entrar en el ciclo lítico.  
MM-1 es un fago atemperado que fue aislado de una cepa perteneciente al clon 
español multirresistente 23F de S. pneumoniae (Spain23F-1) (Gindreau et al., 2000). 
Se trata del primer fago atemperado de S. pneumoniae cuyo genoma ha sido secuen-
ciado completamente (Obregón et al., 2003a). En su extremo derecho codifica una 
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enzima lítica, Mml, con actividad amidasa, que presenta un 89% de similitud con la 
principal autolisina del neumococo (LytA). Mml es a su vez prácticamente idéntica a la 
enzima lítica del fago HB-3, Hbl, con la que comparte un 97% de identidad en su se-
cuencia de aminoácidos. El tamaño de su genoma es de 40248 pb en el estado de 
profago y su contenido en G+C es de 38.4% similar al de la bacteria huésped (39.7%) 
(Tettelin et al., 2001). Mediante análisis bioinformáticos se ha determinado que está 
organizado en cinco módulos: lisogénico, replicación, empaquetamiento, estructural y 
lítico (Fig. 2). Se ha caracterizado la región que regula el estado de lisogenia del fago 
MM1 situada en el extremo izquierdo del profago y que tiene dos promotores diver-
gentes (PR y PL). La expresión de la proteína represora CI que se encuentra bajo el 
control del promotor PL va a regular la permanencia en el estado de lisogenia o bien 
el paso al ciclo lítico (Obregón et al., 2003c). Una característica notable del fago MM1 
es que codifica dos metilasas (gp13 y gp14), enzimas que pueden desempeñar un 
papel importante en la regulación de la expresión génica, la reparación del DNA y en 
los sistemas de restricción-modificación de la bacteria (Obregón et al., 2003a). Estas 
metilasas son muy parecidas a las polipéptidos α y β de la citosina 5 DNA metiltrans-
ferasa (C5MTasa) del transposón Tn5252 de S. pneumoniae (Sampath y Vijayaku-
mar, 1998). La estructura de los genes que codifican estas dos proteínas es muy pe-
culiar ya que orf14 que codifica un polipéptido de 141 aminoácidos (aa) (subunidad β) 
se encuentra incluido en orf13 que codifica otro polipéptido de 385 aa (subunidad α) 
mediante el empleo de marcos de lectura alternativos. Curiosamente, los contenidos 
en G+C de ambos genes, 41.4% para orf13 y 44.1% en el caso de orf14 , son clara-
mente diferentes de la media calculada para el genoma completo del MM1 (39.7 %) lo 
que sugeriría una reciente transferencia horizontal. Para confirmar esta hipótesis se 
realizó un análisis en otros fagos relacionados con MM1: HB-3 y VO1, otro fago 
atemperado aislado del clon epidémico multirresistente 8249 que pertenece al seroti-
po 19A de S. pneumoniae (Obregón et al., 2003b). En el caso de HB-3 no se detectó 
ningún gen similar a los de las metilasas aunque se encontró en el genoma un pe-
queño remanente correspondiente a los nucleótidos del extremo 5’ del gen gp13 
(Obregón et al., 2003b). Esta observación indica que el fago HB-3 carece de los ge-
nes que codifican las C5MTasas encontrados en el MM1. Sin embargo, el mismo es-
tudio realizado en el bacteriófago VO1 reveló datos muy interesantes sobre el origen 
de las metilasas ya que en la misma región donde se encuentran codificadas las 
C5MTasas en el MM1, se ha encontrado un gen que codifica una posible metilasa 
(orfmet) de un origen totalmente diferente. Es interesante señalar que el transposón 
Tn5252 no está presente en los genomas de las cepas que portan los fagos HB-3 y 
VO1 pero sí en la cepa lisógena de MM1. La coexistencia de la enzima C5MTasa co-
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dificada por el transposón Tn5252 y la que porta el fago MM1 es una prueba de la po-
sibilidad de coevolución mediante transferencia horizontal (Obregón et al., 2003b).  
 
2.1.3. EJ-1: Un bacteriófago atemperado aislado de un neumococo atípico 
EJ-1 es un bacteriófago atemperado perteneciente a la familia Myoviridae. Este fago 
fue aislado en 1987 mediante la inducción de cultivos con mitomicina C de la cepa 
atípica de S. pneumoniae 101 (Díaz et al., 1992b). La cepa 101 fue aislada, en un es-
tudio epidemiológico realizado en el Hospital San Juan de Dios de Barcelona, de la 
sangre de un paciente con neumonía. Inicialmente, esta cepa fue identificada como S. 
mitis porque era resistente a optoquina, a la lisis por Doc y no era tipable. Sin embar-
go, posteriormente fue considerada un aislado atípico de S. pneumoniae porque se 
detectó la presencia de un gen típico de neumococo que codificaba una enzima lítica 
tipo LytA (lytA101). La actividad de la enzima LytA101 fue demostrada tanto in vivo co-
mo in vitro y se comprobó que su actividad específica era menor que la de la enzima 
LytAR6 de la cepa R6 de neumococo, habitual en los laboratorios, además de que su 
actividad se inhibía en presencia de sales biliares, como también les sucede a otras 
enzimas líticas de aislados clínicos de neumococo atípicos (Díaz et al., 1992b; Obre-
gón et al., 2002).  
En el trabajo en el que se describió por primera vez el fago EJ-1, además se se-
cuenció su gen lítico (ejl), su holina (ejh) y se identificó el sitio de integración del fago 
(attP) así como el attR o extremo derecho del genoma del profago (Díaz et al., 
1992b). En trabajos posteriores se ha profundizado en el conocimiento de la biología 
del fago EJ-1 (Díaz et al., 1996; Haro et al., 2003; Sáiz et al., 2002). La amidasa Ejl 
tiene un 85% de similitud con la enzima lítica de neumococo (LytAR6). La expresión 
simultánea de ejl y ejh causa la lisis celular del cultivos de E. coli y Pseudomonas pu-
tida mientras que la expresión del gen ejh inhibe el crecimiento de un gran número de 
bacterias Gram-negativas como Rhizobium meliloti, Alcaligenes eutrophus, E. coli, P. 
putida, Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas fluorescens (Díaz et al., 1996). Ejh (85 
aa) presenta dos segmentos fuertemente hidrofóbicos separados por una región que 
permite el plegamiento hélice-giro-hélice y mantiene a ambos extremos de la cadena 
polipeptídica orientados hacia el lado citoplasmático de la membrana celular (Haro et 
al., 2003). Tras la traducción, los monómeros de Ejh se insertan en la membrana y 
cuando se alcanza una concentración crítica se produce la oligomerización con la 
consecuente formación del poro. Mediante el estudio de un fragmento sintético de la 
proteína Ejh ha sido posible demostrar que la región activa en la formación del poro 
es el primer segmento transmembranal (Haro et al., 2003).  
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2.2. Características del bacteriófago SM1 de S. mitis 
Sin tener en cuenta los fagos descritos en esta Tesis, SM1 es el primer (y, hasta el 
momento, único) fago conocido de S. mitis y su genoma ha sido secuenciado recien-
temente (Siboo et al., 2003). Este fago atemperado fue aislado en el curso de estu-
dios dirigidos a identificar componentes bacterianos implicados en la agregación pla-
quetaria en una cepa clínica de S. mitis (SF100) causante de endocarditis (Bensing et 
al., 2001a; Bensing et al., 2001b). Bensing y cols. (2001a) identificaron en esta cepa 
tres genes, dos de los cuales, pblA y pblB, presentaban un gran parecido con proteí-
nas codificadas por bacteriófagos que infectaban a bacterias del género Streptococ-
cus. Finalmente se descubrió que las proteínas PblA y PblB están codificadas por un 
bacteriófago atemperado al que llamaron SM1 (Bensing et al., 2001b). SM1 es un fa-
go de la familia Siphoviridae y posee un genoma de 34692 pb con un porcentaje en 
G+C de 39% (Siboo et al., 2003). El genoma está compuesto por 56 marcos abiertos 
de lectura y, mediante el empleo de herramientas bioinformáticas, se ha determinado 
que están organizados en tres regiones: un módulo de integración e inmunidad, el 
responsable de la replicación y funciones reguladoras y un tercero con los genes es-
tructurales y líticos. Algunas de las proteínas codificadas en el genoma del SM1 cuya 
función ha podido ser asignada, bien mediante comparación de secuencia o determi-
nación del extremo N-terminal, presentan parecidos con fagos de tipo λ de Strepto-
coccus pyogenes (estreptococos del grupo A; GAS) y Streptococcus agalactiae (es-
treptococos del grupo B; GBS). Es interesante destacar que a lo largo del genoma del 
SM1 aparecen diferentes genes que presentan elevados porcentajes de similitud con 
genes de fagos de S. pneumoniae. En el módulo de integración, por ejemplo, los ge-
nes que codifican la integrasa y el represor presentan un parecido notable (79% y 
55% de similitud, respectivamente) con los correspondientes de MM1 de S. pneumo-
niae. Del mismo modo, en el módulo lítico, los genes que codifican la holina y el do-
minio C-terminal de la enzima lítica presentan valores de semejanza del 84% y 72% 
con sus homólogos de VO1 y MM1 (Siboo et al., 2003). Además, y como se mencio-
nará más adelante, la lisina de SM1 (gp56) es 72% idéntica (84% similar) a la amida-
sa Pal del fago Dp-1 de neumococo. La transmisión de genes entre bacterias y los fa-
gos que las infectan es un fenómeno comprobado en S. pneumoniae (García et al., 
1988a) (ver apartado 2.3) y, tras la caracterización del genoma del fago SM1 de S. 
mitis, se podría especular que ese intercambio de información podría estar sucedien-
do entre especies que, como S. mitis y neumococo, comparten un mismo hábitat.  
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2.3 Relaciones evolutivas entre las enzimas líticas de S. pneumoniae y las de 
sus bacteriófagos 
Las enzimas líticas de los fagos o endolisinas son proteínas que hidrolizan la pared 
celular bacteriana y que son sintetizadas al final del ciclo lítico para posibilitar la libe-
ración de la progenie fágica. Para poder conocer en detalle los aspectos evolutivos 
del sistema lítico de neumococo y sus fagos parece conveniente revisar primero, si-
quiera brevemente, el estado actual de nuestros conocimiento sobre la pared celular 
de S. pneumoniae y algunas de las principales enzimas que la degradan ya que este 
sistema posee peculiaridades muy notorias como se verá a continuación. 
La pared celular de S. pneumoniae está formada por el peptidoglicano que tiene 
entre 15 y 40 nm de espesor y es de carácter multilaminar y otros polímeros asocia-
dos (ácidos teicoicos o TAs y lipoteicoicos o LTAs) (Fig. 3). El peptidoglicano es una 
estructura compleja formada por cadenas glicánicas de residuos alternantes de 
GlcNAc y MurNAc. Unidos a los residuos de MurNAc existen péptidos de tres (Ala – 
iGln – Lys), cuatro (Ala – iGln – Lys – Ala ) y, en mucha menor medida, cinco aminoá-
cidos (Ala – iGln – Lys – Ala – Ala) que pueden eventualmente estar unidos entre sí 
mediante enlaces directos Lys – Ala o a través de de dipéptidos Ser – Ala o, menos 
frecuentemente Ala – Ala que se unen al grupo ε–amino de la lisina (Garcia-Bustos y 
Tomasz, 1990; Garcia-Bustos et al., 1987; Severin y Tomasz, 1996). Mientras que en 
las estirpes sensibles a penicilina el 70% de los péptidos fueron lineales, se ha obser-
vado que las cepas penicilín-resistentes poseen un peptidoglicano compuesto funda-
mentalmente de péptidos ramificados conteniendo dipéptidos Ser – Ala o Ala – Ala 
(Garcia-Bustos y Tomasz, 1990; Severin y Tomasz, 1996). 
Los TAs se encuentran unidos covalentemente por medio de un enlace fosfodiéster 
a los residuos de MurNAc y los LTAs se anclan hidrofóbicamente a la cara externa de 
la membrana citoplasmática aunque, por lo demás, su composición es idéntica 
(Fischer, 2000). Los neumococos presentan una característica muy peculiar en la 
composición de su pared celular que es la presencia de fosforilcolina en los TAs y 
LTAs que la componen. La colina es un aminoalcohol que juega un papel fundamen-
tal en la fisiología de neumococo (Briles y Tomasz, 1973; Brundish y Baddiley, 1968).  
En un principio se pensó que la presencia de fosforilcolina en las envueltas bacte-
rianas era una característica exclusiva de S. pneumoniae pero se ha demostrado que 
otros organismos como S. oralis y S. mitis (Kilpper-Bälz et al., 1985), Haemophilus in-
fluenzae, Neisseria meningitidis (Kolberg et al., 1997) o Clostridium beijerinkii (García 
et al., 1988b; Podvin et al., 1988) poseen también residuos de colina como compo-
nentes de su estructuras periféricas. Aparentemente, neumococo es único en cuanto 
que presenta un requerimiento nutricional absoluto por colina ya que no es capaz de 
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sintetizarla de tal manera que cuando se elimina del medio de cultivo se produce la 
detención de la multiplicación celular (Tomasz, 1967). La colina puede ser reempla-
zada por análogos estructurales como la etanolamina, la N, N-dimetiletanolamina u 
otros aminoalcoholes. Sin embargo, S. pneumoniae, no es capaz de llevar a cabo la 
metilación de la etanolamina para formar colina por lo que, aunque la etanolamina se 
incorpora en las mismas posiciones que la colina, esta sustitución conlleva importan-
tes alteraciones fisiológicas en las células de neumococo (Tomasz, 1968). La colina 
tiene un papel importante en la virulencia de S. pneumoniae ya que constituye el sitio 
de unión de las denominadas proteínas de unión a colina (ChBPs) entre las que se 
encuentran las enzimas que degradan su pared celular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Glucosaminidasa (LytB) Lisozima (LytC)
Amidasa (LytA)
GlcNAc MurNAc Péptido Ácido teicoico
Residuos de colina
Esterasa (Pce)
 
 
Figura 3. Representación esquemática de la pared celular de S. pneumoniae indicando los enlaces hidroli-
zados por algunas de sus mureín hidrolasas. En la parte superior se indican los diferentes componentes de 
la pared celular. Para simplificar la figura, sólo se representan dos capas de peptidoglicano.  
 
 
 21 
Las peptidoglicán hidrolasas (mureín hidrolasas, MHs) son enzimas responsables 
de la ruptura específica de enlaces covalentes en la pared celular y, funcionalmente, 
de la remodelación continua de esta importante estructura celular. De aquí que estén 
presentes en todas las eubacterias conocidas y, en general, de forma redundante pa-
ra garantizar así la realización de una serie de funciones biológicas básicas (López y 
García, 2004). Estas enzimas comprenden una amplia familia de proteínas que, even-
tualmente, pueden causar la lisis celular (recibiendo entonces el nombre de autolisi-
nas o enzimas líticas) e, indirectamente, provocar la liberación de componentes cito-
tóxicos del interior de la bacteria. Todas las MHs de neumococo descubiertas hasta la 
fecha poseen dominios de unión a colina y se incluyen en una familia mayor conocida 
como proteínas de unión a colina o ChBPs (Choline Binding Proteins). El dominio de 
unión a colina o ChBD (Choline Binding Domain) está formado por un conjunto de 
motivos repetidos o ChBRs (Choline Binding Repeats) que puede variar en número 
siendo cuatro el número mínimo de repeticiones para que sea funcional. Una ChBR 
está compuesto por un número variable de aminoácidos (20-22) y la primera secuen-
cia consenso de este péptido repetitivo fue deducida por la comparación de los genes 
lytA y cpl (Fernández-Tornero et al., 2001; Fernández-Tornero et al., 2002; García et 
al., 1988a). 
En la Tabla 5 están indicadas, de manera resumida, todas las ChBPs que se han 
identificado en las dos cepas de neumococo cuyo genoma ha sido secuenciado com-
pletamente TIGR4 (Tettelin et al., 2001) y R6 (Hoskins et al., 2001). La primera pro-
teína que se identificó como dependiente de colina fue la principal autolisina LytA, tras 
la observación de que la hidrólisis de la pared que catalizaba requería la interacción 
entre la enzima y los residuos de colina del TA (Höltje y Tomasz, 1975b). LytA, como 
varias enzimas fágicas (ver más adelante) es una N-acetilmuramoil-L-alanina amida-
sa (de manera abreviada, amidasa) (EC 3.5.1.28). Una de sus funciones, al menos in 
vitro, parece ser la de colaborar, junto con otras enzimas de la pared, en la separa-
ción de las células hijas en el proceso de división celular, como se deduce por el cre-
cimiento en forma de pequeñas cadenas (de 8 a 10 células) de los mutantes lytA 
(Ronda et al., 1987; Sánchez-Puelles et al., 1986). La amidasa LytA, de manera simi-
lar a lo que ocurre con otras MHs de S. pneumoniae y de sus fagos, es el resultado 
de la fusión de dos módulos independientes, el dominio C-terminal que es el respon-
sable del reconocimiento de la colina y el dominio N-terminal, en el que reside la acti-
vidad catalítica (García et al., 1988a). 
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Tabla 5. Proteínas de unión a colina (ChBPs) identificadas en las cepas TIGR4  y R6 de S. pneumoniae 
 
TIGR4 R6 
locus Producto (aa) locus/Gen Producto (aa) 
 
Posible función 
 
Referencia 
SP0069 CbpI (211) -- -- ND (Tettelin et al., 2001) 
SP0117 PspA (744) spr0121/pspA PspA (619) Proteína de unión a 
lactoferrina humana 
(Hammerschmidt et al., 1999) 
SP0377 CbpC (340) spr0337/cbpF CbpF (338) ND (Tettelin et al., 2001) 
(Hoskins et al., 2001) 
SP0378 CbpJ (332) -- -- ND (Tettelin et al., 2001) 
SP0390 CbpG (285) spr0349/cbpG truncada 
spr0350/cbpG 
CbpG truncada (218) 
CbpG (42) 
Serín-proteasa (Tettelin et al., 2001) 
(Hoskins et al., 2001) 
Z820021 
(Gosink et al., 2000) 
SP0391 CbpF (340) spr0351/pcpC   PcpC (294) ND Z820021 
SP0667 PSP *(332) spr0583/ - Proteína hipotética (329) MH (Tettelin et al., 2001) 
(Hoskins et al., 2001) 
SP0930 CbpE (627) spr0831/lytD CbpE2 (627) Liberación de colina de la 
pared celular 
(de las Rivas et al., 2001; Höltje y 
Tomasz, 1974) 
SP0965 Glucosaminidasa (658) spr0867/lytB LytB (678) Separación células hijas (de las Rivas et al., 2002; García et 
al., 1999b) 
SP1417 PspC; degenerada spr1274/spsA truncada SpsA truncada (129) -- - 
SP1573 ** spr1431/lytC LytC (491) Autolisis a 30°C (García et al., 1999a) 
SP1937 Autolisina (318) spr1754/lytA LytA (318) Ver texto (García et al., 1985; Höltje y Tomasz, 
1976) 
SP2136 PcpA (621) spr1945/pcpA PcpA (708) Adhesina (Sánchez-Beato et al., 1998) 
SP2190 CbpA (693) spr1995/pspC PspC3 701) Unión inmunoglobulina A 
Interacción con células 
epiteliales y endoteliales 
(Briles et al., 1997; Hammerschmidt 
et al., 1997; Rosenow et al., 1997; 
Smith y Hostetter, 2000) 
SP2201 CbpD (448) spr2006/cpbD CbpD (448) ND (Gosink et al., 2000; Hoskins et al., 
2001; Tettelin et al., 2001) 
 
1 Número de acceso PcpB-PcpC; 2Nombre alternativo Pce (de las Rivas et al., 2001); 3 Nombres alternativos SpsA y PbcA; ND, No determinado. 
*Pneumococcal surface protein; ** Salto de fase en el marco de lectura. 
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El producto primario de la traducción del gen lytA da como resultado una forma de 
la enzima  baja actividad (forma E) que se convierte en la forma activa (forma C), 
tanto in vitro como in vivo, en presencia de colina (o de paredes celulares contenien-
do colina n un proceso conocido como “conversión” (Tomasz y Westphal, 1971). En 
condici s in vitro la enzima y la colina (o las paredes celulares) deben ser incuba-
das a 0° urante, al menos, 5 min para que la conversión tenga lugar. Se ha demos-
trado que  capacidad de conversión de la enzima reside en el dominio C-terminal de 
la amid (C-LytA) y, más precisamente, en su extremo C-terminal ya que, cuando 
se eliminaron los 11 últimos aminoácidos de este dominio, la amidasa no sufría este 
proces ánchez-Puelles et al., 1987; Varea et al., 2000). Se ha observado que C-
LytA, que se encuentra en forma monomérica en ausencia de colina, forma dímeros 
en pres a del ligando lo que ha llevado a sugerir un comportamiento similar para la 
enzima completa aunque esto no ha podido ser demostrado al no poderse obtener 
una forma de LytA carente de colina en cantidades suficientes para ser analizada 
(Medran al., 1996). En cualquier caso, estudios realizados por Höltje y Tomasz 
utilizan ntrifugación en gradientes de sacarosa (Höltje y Tomasz, 1976) ya 
habían do que la forma E de la amidasa, purificada a partir de neumococos cul-
tivados  medio con etanolamina (células EA), sedimentaba aparentemente como un 
monóm otra parte, también se han observado cambios conformacionales de 
LytA y C-Lyt , relacionados con la presencia de colina, mediante técnicas de dicroís-
mo circul ectroscopia infrarroja (Medrano et al., 1996). 
Recientemente, ha sido posible determinar la estructura tridimensional de C-LytA. 
Ésta consi en una estructura solenoidal constituida por seis horquillas formadas 
por lámi  que se disponen en forma de superhélice levógira gracias a las interac-
ciones blecen con las moléculas de colina. Se comprobó que la unidad 
funcional de C-LytA es la forma dimérica y se sugirió que la distancia relativa entre los 
dos domi n la enzima completa podría ser muy importante para la ac-
tividad de la misma. Gracias a estos trabajos, además, se han propuesto los aminoá-
cidos q sponsables del proceso de dimerización (Fernández-Tornero et al., 
2001; Fe dez-Tornero et al., 2002).  
La fu  de la amidasa in vitro quedó claramente definida cuando se obtuvieron 
mutantes . El mutante M31 posee una deleción que abarca el gen lytA completo 
(Sánche elles et al., 1986) y con su estudio se pudo comprobar que, a 37°C, no 
se prod a autolisis ni al final de la fase estacionaria ni en presencia de Doc. Este 
mutante ade una respuesta tolerante frente a antibióticos β-lactámicos, es 
decir, no se lisa en su presencia, pasando de una respuesta bactericida a otra bacte-
riostática. Estos efectos revierten al reintroducir el gen lytA en el mutante M31 (Ronda 
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 al., 1987). Idénticos resultados se obtuvieron con estirpes conteniendo diferentes 
mutaciones puntuales del gen lytA (García et al., 1987). Otra característica de la ami-
dasa LytA es que se inhibe no competitivamente en presencia de LTA y de alta con-
centración de colina (Briese y Hakenbeck, 1985; Giudicelli y Tomasz, 1984; Höltje y 
Tomasz, 1975a). Además, es oportuno recordar aquí que LytA es un importante factor 
de virulencia (Tabla 3). 
En los fagos de neumococo se han identificado enzimas líticas de dos tipos. Las 
codificadas por los fagos atemperados (HB-3, MM1, VO1 y EJ-1 ) así como la que 
codifica el fago lítico Dp-1 son amidasas que hidrolizan el enlace amida entre los resi-
duos de MurNAc de la cadena glicánica y de L-alanina del péptido presente en el pep-
tidoglicano. Las enzimas líticas codificadas por los fagos líticos de la familia Cp son 
lisozimas (también llamadas muramidasas) (EC 3.2.1.17) e hidrolizan el puente glico-
sídico β (1→4) entre los residuos de MurNAc y GlcNAc. Las enzimas líticas de los fa-
gos de neumococo conocidas hasta la fecha están organizadas en dos dominios es-
tructurales diferentes: el N-terminal, responsable de la actividad catalítica y el C-
terminal que es el encargado de la unión al sustrato (la pared celular) (Figura 4). To-
das las amidasas codificadas por los fagos atemperados presentan un gran parecido 
entre sí y con la amidasa del huésped, LytA (López y García, 2004). Las enzimas líti-
cas que codifican los fagos líticos presentan peculiaridades que serán detalladas más 
adelante. 
La comparación de las enzimas líticas codificadas por lo
eumoniae (Pal, Cpl-1, Cpl-7, Cpl-9, Ejl, Mml y Hbl) con LytA ha revelado que todas, 
con la excepción de Cpl-7, comparten interesantes propiedades como el requerimien-
to absoluto que tienen por la colina asociada a los ácidos teicoicos de la pared para 
su actividad, o la inhibición no competitiva de su actividad mediada por LTA, ambas 
citadas anteriormente. Cpl-7, la enzima lítica del fago Cp-7, contiene un extremo C-
terminal completamente diferente del resto de las proteínas y está compuesto por 2.8 
repeticiones idénticas cada una compuesta por 48 aminoácidos (García et al., 1990) 
(Fig. 4). La actividad de Cpl-7 es independiente de la colina ya que es capaz de de-
gradar paredes de neumococo que la con
 análogo como la etanolamina. Por otra parte, el extremo N-terminal de esta proteí-
na es prácticamente idéntico al de la lisozima de los fago Cp-1 y Cp-9. El estudio de 
las proteínas de los fagos Cp y su comparación con la autolisina LytA sugirieron la 
existencia de una coevolución entre las enzimas líticas de S. pneumoniae y sus bac-
teriófagos (García et al., 1988a; García et al., 1990). Para comprobar que ambos ex-
tremos funcionaban como módulos intercambiables se construyeron proteínas quimé-
ricas activas entre la autolisina LytA, las enzimas fágicas Cpl-1, Cpl-7 de neumococo 
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 y la enzima lítica Lyc de Clostridium acetobutylicum 874. En todos los casos resulta-
ron proteínas activas que poseían la actividad correspondiente a su dominio N-
terminal y la afinidad al sustrato característica del dominio C-terminal (Díaz et al., 
1990, 1991; López et al., 2000).  
 
fago HB-3, EJ-1, Dp-1, Cp-1, Cp-9 y Cp-7. Los dominios que contienen el centro activo están representa-
lactis (Desiere et al., 2001; Sheehan et al., 1997) mientras que el extremo C-terminal 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amidasa LytA
Amidasa Pal
Amidasa Hbl
Amidasa Ejl
0             100            200           300            400
Número de aminoácidos
ENZIMAS LÍTICAS
 
 
Lisozimas Cpl-1/Cpl-9
 
 
Figura 4. Representación esquemática de la estructura de la amidasa LytA de S. pneumoniae y las de los 
dos en rectángulos violetas o verde (amidasas) o en amarillo (lisozimas). Las repeticiones que componen el 
ChBD están representadas como rectángulos azules. Las repeticiones en tándem de Cpl-7 están pintadas 
en beige. La homología que presentan las enzimas líticas está indicada por colores idénticos. A la derecha 
de la figura aparecen micrografías electrónicas de S. pneumoniae y sus fagos. 
 
 
 
Por su parte, la enzima lítica del fago Dp-1 (Pal) es diferente al resto de amidasas 
codificadas por otros fagos de S. pneumoniae ya que no presenta ninguna semejanza 
con el extremo N-terminal de LytA. La enzima Pal es una quimera natural en la que el 
dominio N-terminal es similar a la MH codificada por el fago BK5-T de Lactococcus 
Lisozima Cpl-7
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 es homólogo al ChBD del resto de las enzimas líticas estudiadas. Es interesante re-
saltar que, como ya se dijo, la amidasa Pal es muy similar, tanto en tamaño (296 aa) 
como en estructura primaria, a la lisina (295 aa) codificada por el fago SM1 de S. mi-
tis. 
En resumen, resulta evidente que el sistema lítico constituido por las enzimas líti-
cas de S. pneumoniae y sus fagos representa, por tanto, uno de los ejemplos más 
ilustrativos de de la teoría modular de la evolución de las proteínas propuesta origi-
nalmente por Botstein (Botstein, 1980) en la que el dominio N-terminal sería el res-
ponsable de la actividad catalítica mientras que el C-terminal sería el dominio de re-
co ocimiento del sustrato (García et al., 1990). Uno de los valores más elevados co-
nocidos de identidad entre un gen bacteriano y otro fágico (87.1%) se ha detectado 
entre lytA y hbl, que codifica la amidasa del fago HB-3. Este parecido en la secuencia 
nucleotídica va a favorecer la recombinación específica que permite la reestructura-
ción y evolución de los genomas de ambos organismos. Debido a esta homología es 
probable que la amidasa codificada por el fago derivara directamente del gen corres-
pondiente en S. pneumoniae aunque no se puede excluir la posibilidad de que los ge-
nes de la bacteria huésped procedan de otras bacterias habiendo sido transferidos a 
neumococo mediante un vector fágico (García et al., 2000). La recombinación entre 
los genes de los fagos y los de la bacteria huésped (Romero et al., 1990a) y la cons-
trucción de proteínas quiméricas activas indican la gran importancia que tuvieron los 
mecanismos de recombinación en la evolución de las enzimas líticas de de S. pneu-
moniae y sus bacteriófagos. La estrecha relación que tiene lugar entre el profago y la 
célula huésped proporciona un entorno ideal para que, sin que se vea afectada la via-
bilidad del sistema, se produzcan intercambios de material genético que, eventual-
mente, podrían dar lugar a la aparición de una variante de la enzima lítica que repor-
n
tara ventajas evolutivas al fago, a la célula huésped o a ambos (López et al., 2000). 
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II. OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S. pneumoniae es, tanto a nivel español como mundial, uno de los principales pató-
genos humanos. Aunque esta especie está bien definida en términos generales, exis-
te un número creciente de aislados atípicos que, desde un punto de vista taxonómico, 
resultan difícilmente separables, al menos en laboratorios clínicos, de especies 
próximas como S. mitis. Esta diferenciación es fundamental puesto que, determinar si 
el aislado en cuestión es neumococo u otra especie del grupo mitis, condiciona radi-
calmente el tratamiento a prescribir. 
Al igual que sucede en otros estreptococos patógenos como S. pyogenes, la mayo-
ría de los aislados clínicos de S. pneumoniae son lisogénicos. Este hecho sugiere que 
los profagos pueden contribuir de forma relevante a la virulencia de estos importantes 
patógenos humanos. Es bien conocido que los fagos pueden tanto aportar genes de 
virulencia como actuar de vectores de transmisión de los mismos entre aislados de la 
misma especie o, incluso, entre especies próximas. Sin embargo, mientras que se ha 
demostrado que los fagos atemperados de GAS codifican numerosos factores de pa-
togeneidad, en neumococo, con la notable excepción de los genes que codifican las 
enzimas líticas de pared, no existen hasta el momento datos experimentales suficien-
temente sólidos como para llegar a conclusiones comparables. Una de las razones 
que podría explicar esta aparente contradicción radica en el hecho de que, hasta la 
actualidad, sólo se han secuenciado los genomas de tres fagos de neumococo: los 
fagos líticos Dp-1 y Cp-1 y el fago atemperado MM1, todos ellos pertenecientes a la 
familia Siphoviridae. Por otra parte, no se han encontrado profagos completos en nin-
guna de las tres estirpes de neumococo cuyo genoma ha sido publicado, aunque ello 
puede ser debido al todavía pequeño número de cepas secuenciadas. Realmente, en 
la secuencia genómica parcial de un aislado clínico de S. pneumoniae (cepa 670; tipo 
6B) podría existir incluso más de un genoma fágico (http://tigrblast.tigr.org/ufmg). 
Además de todo lo anterior, es notable el hecho de que de entre todos los genomas 
fágicos secuenciados hasta la fecha de comienzo de esta Tesis (más de 200), ningu-
no correspondía al de un miovirus que infectase a una bacteria Gram-positiva de bajo 
contenido en G+C.  
Sobre la base de las anteriores consideraciones, los OBJETIVOS de la presente Te-
sis son los siguientes: 
 
1. Caracterización molecular de la cepa atípica de neumococo (101), lisó-
gena del miovirus EJ-1. 
2. Caracterización y secuenciación completa del genoma del profago EJ-1. 
3. Aislamiento y purificación de nuevos bacteriófagos de S. mitis. 
4. Caracterización de las enzimas líticas de los nuevos fagos. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
 
1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLÁSMIDOS Y OLIGONUCLEÓTIDOS 
Las estirpes bacterianas y los plásmidos utilizados durante el desarrollo de esta Tesis 
están detallados en la Tabla 6. La cepa B6 fue aislada en 1994 en un hospital de Bo-
chum, Alemania, de un bebé de un mes de edad que había desarrollado una bacte-
riemia después de haberle sido realizada una intervención dermatológica. Esta cepa 
fue identificada como perteneciente a la especie S. mitis mediante las técnicas bio-
químicas estandarizadas desarrolladas por H. Bossen Konradsen (Statens Serum Ins-
titut, Copenhague, Dinamarca). La cepa HER, por su parte, fue aislada en 1990 por 
una investigadora del Instituto de Salud Pública “Johan Bila” de Budapest, Hungría, 
de una muestra nasal tomada de una persona sana. Su identificación se basó en los 
criterios propuestos por Andrewes y Morder (1906). En ambos casos se trata de ce-
pas de S. mitis con unas concentraciones mínimas inhibitorias para antibióticos β-
lactámicos (MICs) inusualmente altas (König et al., 1998; Hakenbeck et al., 2001).  
 
 
 
 
Tabla 6. Estirpes bacterianas y plásmidos 
Estirpe/Plásmido Genotipo/Fenotipo relevante Referencia/Origen 
S. pneumoniae 
  
 R6 Cepa de laboratorio  (Ottolenghi y Hotchkiss, 1962) 
 M24 cap3A ∆lytA32 (García et al., 1993) 
 M31 ∆lytA (Sánchez-Puelles et al., 1986) 
 M32 ∆lytA32 (López et al., 1986) 
 M51 ∆lytA pRG2 (Ronda et al., 1987) 
 101 Cepa atípica lisogénica para EJ-1 (Díaz et al., 1992a,b) 
S. mitis 
  
 NCTC 12261 Cepa tipo  NCTC 
 B6 Cepa lisogénica para φB6 (König et al., 1998) 
 HER Cepa lisogénica para φHER (Hakenbeck et al., 2001; 
Reichmann et al., 1997) 
E. coli 
  
 DH5α (φ80lacZ∆M15) endA1 recA1 hsdR17 (rK– mK–) su-
pE44 ∆lacU169 
(Hanahan, 1983) 
 DH10B F’ mcrA ∆(mrr hsdRMS-mcrBC) φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU 
galK λ– rpsL endA1 nupG 
Life Technologies 
B. subtilis 
  
 168t+ -- (Mauël y Karamata, 1984); 
CECT 461 
Plásmidos 
  
 pUC18/pUC19 ApR (Yanisch-Perron et al., 1985) 
 pUCE191 bla (ApR) ermC (LnR) (Arrecubieta et al., 1995) 
 pIN-III-A3 ApR (Inouye e Inouye, 1985) 
 pLSE4 TcR LnR lytA+ (Díaz y García, 1990) 
 pGL100 lytA ApR (García et al., 1987) 
 pRG2 ApR lytA+ TcR (Ronda et al., 1987) 
 31 
Debido al gran número de oligonucleótidos empleados en la secuenciación del fago 
EJ-1 sólo se indican aquellos que fueron más relevantes para el desarrollo de este 
trabajo (Tabla 7). En esta Tabla también se muestran los oligonucleótidos utilizados 
para la caracterización de los genes líticos de los fagos φB6 y φHER. 
 
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Las cepas se conservaron congeladas a –70°C en los diferentes medio de cultivo 
empleados a los que se añadió glicerol al 10% (v/v) (concentración final). En el mo-
mento de sembrarlas, se descongelaron y se incubaron en los medios correspondien-
tes a 37°C, a menos que se indique lo contrario, con agitación cuando se trataba de 
cepas de E. coli y sin agitación para las de S. pneumoniae y S. mitis. 
Los cultivos de E. coli y B. subtilis se sembraron en medio LB (Sambrook et al., 
1989), añadiendo agar al 1.5% (p/v) para cultivos en medio sólido. La concentración 
de antibiótico añadida al medio LB para el cultivo de cepas resistentes fue, salvo que 
se indique lo contrario, en el caso de E. coli, de 100 µg/ml para ampicilina (Ap) ó 5 
µg/ml para tetraciclina (Tc). El crecimiento de los cultivos se siguió por turbidimetría a 
600 nm (A600) con un espectrofotómetro Pharmacia LKB Ultrospec III. 
Para el cultivo de las cepas de S. pneumoniae y S. mitis se utilizó rutinariamente el 
medio C+Y: medio C (Lacks y Hotchkiss, 1960) ajustado a pH 8.0 (CpH8) suplemen-
tado con extracto de levadura al 0.08% (p/v) (Difco). Ocasionalmente, también se uti-
lizó el caldo Todd-Hewitt (Difco), suplementado con extracto de levadura al 0.5%. Pa-
ra cultivos en medio sólido, se añadió al medio anterior agar al 1.5% (p/v) y catalasa 
(250 unidades/ml) (Boehringer Mannheim) aunque, en otros casos, se utilizaron pla-
cas de agar-sangre [Agar de soja tripticaseína (Hispanlab), suplementado con 5% de 
sangre desfibrinada de carnero]. Los cultivos se observaron en contraste de fase utili-
zando un microscopio óptico Optiphot-2 de Nikon. 
Las cepas de neumococo que contenían derivados del plásmido pLSE1 (Ronda et 
al., 1988) se seleccionaron suplementando el medio correspondiente con 0.6 µg/ml de 
lincomicina (Ln). La multiplicación de los cultivos de neumococo y S. mitis se siguió 
po  nefelometría (N) con el empleo de un nefelómetro HACH 2100N, calibrado para el 
re uento de células viables donde 1 N ≅ 2 × 106 unidades formadoras de colonias 
(U
 
 
 
3r
c
FC)/ml. 
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Tabla 7. Principales oligonucleótidos utilizados en esta Tesis 
Nombre Secuencia (5´→3´)a Utilización/Localización 
1002 GGAGGTATGACTGTTTGG SFb; Interno orf40 
1003 TGGATGAAGTAGAGCAAGG SF; Interno orf51 
1004 GTAAGGGTGCATCACAAGGG SF; Interno orf47 
1005 ACAACGCTCAAGGACTGG SF; Interno orf56 
1006 AGTCTGGTGTAACAACGC SF; Interno orf55 
1007 TTATCGTGGACGTGGTTGGG SF; Interno orf47 
1008 TTGATTTGGCGTATATTGGG SF; Interno orf46 
1011 ACTGAGAGAACAACAACGGG SF; Interno orf2 
1012 ATGTCTAGCTAGTTTTTGGG SF; Interno orf56 
1013 GTGGTTATTTCGTGGATTTG SF; Interno orf22 
1014 TTCATCCCTCTCTTCTACCC SF; Interno orf22 
1015 CCAAAACAACCCCAAAAACG SF; Interno orf21 
1016 CGTCTCCTTTGCTCTATCCC SF; Interno orf18 
1017 AATTCATCAGACACCTTAGC SF; Interno orf24 
1018 TTGGGGCATTAATGGGGC SF; 3´ de orf73 
1019 AACTGCGGTATCTACATAGG SF; Interno orf71 
1020 AAAGAACTGGTAGACAAGG SF; Interno orf61 
1023 CAAGCGGCAAAAGTCTGG SF; Interno orf17 
1024 AGAAAGCTGAACAAGAGGG SF; 5´ de orf41 
1025 TTGATTGAGTTCCGTGTCC SF; Interno orf40 
1026 AAGGCGACTGGTTTCAAGG SF; Interno orf54 
1028 CGCTACATTGACATCCCC SF; Interno orf55 
1029 GTAAAGAAAGCGAATTGGAGAG SF; Interno orf46 
1030 TCTCCATCACCAGTCGCTCC SF; Interno orf47 
1045 TCTCTTTGTTGCAGGTTGG SF; Interno orf56 
1046 TGATATCCTGTCATCAACTC SF; Interno orf61 
1047 TTCTGGTAGTGATGATTGGG SF; Interno en degV de R6 
1048 CTAAGAAAGACTCAGCAGCA SF; Interno en hlpA de R6 
1049 TTTCCCAACAAGAGCAATCC SF; Interno en ABC-NBD de R6 
1057 GTGACAGGTATCATTCTTGG SF; Interno orf53 
1058 GTTTCTTCAACCACCCCTTC SF; 5´ de orf39 
1077 CAAGGATAACTTCGTATTGAG SF; Interno orf3 
1078 AATCCTAAAATCACTGCTCC SF; Interno orf17 
   
LytFH5´ AACCAGACGGAACAATGGC SGLc; 5’ de lytAHER 
LytFB5´ CGTACAGTCAGCCGATAAG SGL; 5’ de lytAB6 
LytF3´ GTGTCTAAATCTTTGTCGG SGL; 3’ de lytAB6 y lytAHER 
Fag1 GGAATTCGTTGGGGGCGGTTGGAATGC SGL; Interno lytA en fagos y bact. 
Fag2 CGGGATCCTGTTCACGGCTAATGCCCC SGL; Interno lytA en fagos y bact. 
FHU-int5´ GCAGATGAAGCAGACCTACC SGL; Interno lytAHER 
FHU-int3´ GGTAGGTCTGCTTCATCTGC SGL; Interno lytAHER 
H3-FHU5’ CCaagcttATGGATATTGATACAAGTAGAC SGL; 5´ de lytAB6/lytAHER HindIII 
BA-FHU3’ CGCggatccCTATTTTGTTGTAATC SGL; 3´ de lytAB6/lytAHER BamHI 
   
LytA100/X GTTGTTTTAATtctagaTAAGGAG SDMd; 5´ de lytAR6 de pGL100 XbaI 
LytAR6T/B GggatccATTATTATTTTGTTGTAATCAAGCC SDM; 3´ de lytAR6T, BamHI 
Mut1 GggatccATTATTATTTTTHTGTAATCAAGCC SDM; Mut. en V317 3´ BamHI 
Mut2 GggatccATTATTATTTCMWTGTAATCAAGCC SDM; Mut. en V317 3´ BamHI 
Mut3 GggatccATTATTATTTTGTAATCAAGCC SDM; Del. de V317 3´ BamHI 
Mut4 GTACGAACTCAAACCAGAC SDM; Mut. en Y294 5´ 
Mut5 GTCTGGTTTGAGTTCGTAC SDM; Mut. en Y294 3´ 
Mut6 GTACTTGCTCAAACCAGAC SDM; Mut. en Y294 5´ 
Mut7 GTCTGGTTTGAGCAAGTAC SDM; Mut. en Y294 3´ 
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Mut8 GggatccTTATTTTACTGTAATCAAGCCATC SDM; 3´de lytAR6 de pGL100 BamHI 
Mut9 GggatccATTATTTTACTGTWTMCAAGCCATCTG SDM; Mut. en I315 BamHI 
N-mut10 GggatccATTATTTTACTGTAATTKYGCCATCTGG SDM; Mut. en L314 BamHI 
Mut10-Glu GggatccATTATTTTACTGTAATTTCGCCATCTGG SDM; Mut. en L314 por  E BamHI 
Mut P1 CTACCTCAAAGGAGACGGAAC SDM; Mut. P297 por G 5´ 
Mut P2 GTTCCGTCTCCTTTGAGGTAG SDM; Mut. P297 por G 3´ 
Mut P3 CTACCTCAAAGAAGACGGAAC SDM; Mut. P297 por E 5´ 
Mut P4 GTTCCGTCTTCTTTGAGGTAG SDM; Mut. P297 por E 3´ 
a
 En minúsculas, sitios de restricción artificiales.  b SF: secuenciación del genoma del fago EJ-1. c SGL: se-
cuenciación de los genes líticos de los fagos φB6 y φHER. d SDM, construcción de mutantes lytA mediante 
mutagénesis dirigida. 
 
 
 
 
3. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA 
E. coli se transformó utilizando el método del RbCl (Hanahan, 1983). La preparación 
de cepas competentes de neumococo ha sido descrita previamente (Barany y To-
masz, 1980). Los cultivos de neumococo poseen competencia natural en una deter-
minada etapa del crecimiento (a una concentración celular comprendida entre 2.1 × 
108 y 2.4 × 108 UFC/ml ). Una vez que el cultivo alcanza esta concentración celular, 
se le añade glicerol al 10% y se congela rápidamente en una mezcla fría de etanol y 
nieve carbónica. Las células conservadas a –70°C mantienen la competencia sin pér-
dida apreciable durante largos periodos de tiempo. El método de transformación utili-
zado fue esencialmente el descrito previamente (Barany y Tomasz, 1980), excepto 
que la incubación con el DNA transformante se realizó a 30°C durante 30 min en me-
dio CpH8 suplementado con seroalbúmina bovina (BSA) al 0.08% (p/v). Después, los 
cultivos se incubaron a 37°C durante 90 min en medio C+Y suplementado con BSA al 
0.08% (fase de expresión), antes de ser sembrados en el medio sólido adecuado. 
 
4. TÉCNICAS DE DNA 
4.1. Extracción y purificación de DNA 
Para la extracción de DNA cromosómico en pequeña escala de cepas de neumococo 
LytA− se utilizaron 10 ml de un cultivo en medio C+Y a unos 200 N. Este cultivo se 
centrifugó a 10000 × g, durante 5 min a 4°C. Las células se resuspendieron en 0.4 ml 
de tampón fosfato sódico 20 mM, pH 6.9 y se añadieron 25 µl de una solución 0.5 M 
de EDTA (pH 8.0). A continuación, se añadieron entre 5 y 10 µg de amidasa LytA 
(García et al., 1987)y la mezcla se incubó a 37°C durante 20 min, tras lo cual se trató 
la suspensión con 50 µl de una solución de Doc al 10% y se incubó a 37°C hasta ob-
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servar la lisis total de la suspensión. A continuación, se añadieron 5 µl de una solu-
ción de RNAsa a 10 mg/ml y se incubó 1 h a 37°C. Después se agregó proteinasa K 
(concentración final 150 µg/ml) y se incubó 1 h más a la misma temperatura. A conti-
nuación, la mezcla se agitó con 0.5 ml de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico (25:24:1) y se centrifugó a 12000 × g durante 15 min a temperatura am-
biente, desechando la fase orgánica. A la fase acuosa se agregaron, por este orden, 
50 µl de una solución 3 M de acetato potásico (pH 4.8) y 1 ml de etanol absoluto, en-
friando la mezcla durante 20 min a –20°C, tras lo cual se centrifugó a 12000 × g du-
rante 15 min. El precipitado se lavó con 1 ml de etanol al 70% y se secó al vacío du-
rante 10 min. El DNA así precipitado se disolvió a temperatura ambiente en 0.5 ml de 
tampón TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA). 
Cuando se purificó el DNA de una cepa de neumococo LytA+, las células se resus-
pendieron en 0.4 ml de una solución compuesta de 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 30 mM 
EDTA, 0.4% Sarkosyl y 0.1% Triton X-100 (Morrison, 1978) y la suspensión se incubó 
a 37°C hasta producirse la lisis total. El resto del proceso se llevó a cabo de la mane-
ra descrita anteriormente, omitiendo la adición de acetato potásico antes de precipitar 
el DNA. La extracción de DNA de neumococo a gran escala se realizó siguiendo el 
método descrito por Fenoll y cols. (1994) que incluye la purificación del DNA mediante 
ultracentrifugación isopícnica en CsCl.  
La preparación de plásmidos a partir de las cepas de E. coli se realizó utilizando el 
método de lisis en condiciones alcalinas (Birnboim y Doly, 1979), tal y como lo descri-
ben Sambrook y cols. (1989). En ocasiones, los plásmidos se purificaron en gradien-
tes de CsCl-bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). Para las cepas de neumoco-
co, el proceso previo de lisis se llevó a cabo, como se ha descrito anteriormente para 
la purificación de DNA cromosómico, siguiendo posteriormente los mismos pasos que 
en el caso de E. coli. 
En todos los casos, la concentración de DNA se estimó a partir de la absorbancia 
de la solución a 260 nm (A260). Una solución de DNA de 50 µg/ml posee una A260 = 1, 
cuando se utilizan cubetas de 1 cm de paso óptico. 
 
4.2. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
Se utilizaron geles de agarosa al 0.7 ó 1.5% en tampón TAE (Tris-HCl 40 mM, ácido 
acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8.1), utilizando el mismo tampón para el desarrollo 
de la electroforesis. A las muestras se les añadió 1/4 de su volumen de una solución 
compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenol al 0.2% (p/v), xilencianol al 
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0.2% y EDTA 40 mM (pH 8.0). La electroforesis se realizó a 100-150 V durante 60-90 
min y, una vez finalizada, los geles se tiñeron con bromuro de etidio (5 µg/ml) y los 
fragmentos de DNA se visualizaron con radiación ultravioleta. Como marcadores de 
tamaño molecular se utilizaron, según los casos, el DNA del fago λ digerido con 
BstEII (Amersham) y la forma replicativa del DNA del fago φX174 digerida con HaeIII 
(New England Biolabs). 
 
4.3. Electroforesis en campo pulsado (PFGE) 
La preparación del DNA de S. pneumoniae, inmovilizado en bloques de agarosa, se 
llevó a cabo según describieron Gasc y colaboradores (Gasc et al., 1991) . El DNA se 
digirió con las enzimas de restricción apropiadas. Para la electroforesis se utilizaron 
geles de agarosa al 1% en TBE-SG (Tris-HCl 75 mM, ácido bórico 25 mM, EDTA 0.1 
mM) (Stibitz y Garletts, 1992). La electroforesis se llevó a cabo a 9°C en este mismo 
tampón, a 200 V con una rampa ascendente de pulsos de 1 a 40.2 segundos durante 
24 h, utilizando un aparato CHEF-DRII (Bio-Rad). A continuación, los geles se tiñeron 
durante 20 min en bromuro de etidio (1 µg/ml) antes de su examen bajo radiación 
ultravioleta. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron los fragmentos de 
restricción del DNA de la cepa M24 de S. pneumoniae derivada de R6 (Gasc et al., 
1997; Hoskins et al., 2001). 
 
4.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para llevar a cabo la amplificación de fragmentos de DNA se empleó un equipo Mas-
tercycler gradient de Eppendorf y la enzima Taq polimerasa (Biotools) de acuerdo con 
las instrucciones del proveedor. Los productos amplificados se purificaron utilizando 
Geneclean Kit (Bio 101) o, en el caso de un solo producto amplificado, el High Pure 
PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim). 
 
4.5. Secuenciación de DNA 
La secuenciación se llevó a cabo utilizando un secuenciador automático modelo Abi 
Prism 3700 TM (Applied Biosystems). Para la reacción de secuenciación se utilizó el 
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Applied Biosystems, y la 
DNA polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de los suministrado-
res. Las reacciones se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR con un termoci-
clador Gene Amp PCR System 2400 de Perkin-Elmer. 
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4.6. Análisis bioinformáticos 
Para el análisis de las secuencias de DNA se utilizó el paquete de programas del 
Wisconsin Genetics Computer Group (Madison, Wisconsin, USA) (Devereux et al., 
1984) y los programas y bases de datos disponibles en las siguientes direcciones de 
Internet: http://www.embl-heidelberg.de, http://www.ebi.ac.uk, http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov, http://www.bcm.tmc.edu, http://expasy.hcuge.ch y http://www.infobiogen.fr. 
Los análisis correspondientes a la tipificación mediante secuenciación multilocular 
(MLST) (ver más abajo) se realizaron en la dirección http://www.mlst.net. Los alinea-
mientos múltiples de secuencias se crearon con el programa PILEUP y las distancias 
evolutivas entre dos secuencias (Pairwise evolutionary distances; PEDs) se determi-
naron utilizando los alineamientos anteriores y el programa DISTANCES con la correc-
ción adecuada a cada caso.  
 
4.7. Marcaje de sondas e hibridación de Southern 
El marcaje de los fragmentos de DNA utilizados como sondas se realizó con 
digoxigenina y los procedimientos de detección por quimioluminiscencia se realizaron 
con DIG Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim), siguiendo las 
instrucciones de los proveedores. La hibridación por la técnica de Southern se realizó 
según el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). El DNA se transfirió a 
membranas de nailon Nytran® (Schleicher & Schuell) y la hibridación se llevó a cabo 
a 65°C, con sondas marcadas con digoxigenina de acuerdo con las indicaciones de 
los proveedores. 
 
4.8. Manipulación del DNA con enzimas de uso común en biología molecular 
Las endonucleasas de restricción se obtuvieron de Boehringer Mannheim, Amers-
ham, Pharmacia o New England Biolabs. La DNA ligasa del fago T4 fue adquirida de 
New England Biolabs. Las enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron si-
guiendo, en cada caso, las indicaciones recomendadas por las casas comerciales co-
rrespondientes. 
 
4.9. Identificación de cepas mediante amplificación y secuenciación de genes 
conservados 
4.9.1. MLST 
Este método consiste en la amplificación y secuenciación de fragmentos de aproxi-
madamente 450 pb de siete genes muy conservados (housekeeping) con los oligonu-
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cleótidos descritos para ese fin (Enright y Spratt, 1998). Estos genes son: aroE (shi-
kimato deshidrogenasa); gdh (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa); gki (glucosa kina-
sa); recP (transcetolasa); spi (peptidas señal I); xpt (xantina fosforribosiltransferasa); 
ddl (D-alanina-D-alanina ligasa). El patrón alélico obtenido se compara con los que 
están depositados en la base de datos (http://spneumoniae.mlst.net).  
 
4.9.2. 16S rRNA 
El DNA que codifica el 16S rRNA de la cepa 101 fue amplificado y secuenciado según 
se ha descrito previamente (Marchesi et al., 1998). 
 
4.10. Identificación de cepas mediante hibridación DNA-DNA 
A pesar de los problemas que existen en su reproducibilidad y las dificultades técni-
cas del método, todavía hoy en día la hibridación DNA-DNA es el único ensayo que 
permite determinar a qué especie pertenece un determinado aislado microbiano 
(Stackebrandt et al., 2002). Para la realización de esta técnica se estableció una co-
laboración con el grupo del Prof. T. Ezaki bajo la supervisión del Dr. Y. Kawamura del 
Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Gifu 
(Japón). 
 
4.10.1. Purificación de DNA para experimentos de hibridación 
Se parte de 500 ml de cultivo de la cepa en cuestión en el medio adecuado. Se dejan 
crecer los cultivos durante toda la noche a 37°C. Se centrifuga durante 10 min a 7000 
rpm en un rotor GSA y el sedimento se resuspende en 10 ml de EDTA 0.5 mM. Las 
células deben ser lavadas un total de 3 veces para, finalmente, ser resuspendidas en 
10 ml de EDTA 5 mM. Las células se lisan utilizando acromopetidasa (Sigma) a una 
concentración final de 4000 U/ml. La mezcla se incuba a 37°C durante 30 min. A con-
tinuación se añaden 0.25 ml de SDS al 20% y 100 µl de proteinasa K (10 µg/µl) y la 
mezcla se incuba hasta la lisis total del cultivo. Seguidamente, se añaden 0.5 ml de 
NaCl (5 M) y 10 ml de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y 
se agita un mínimo de 10 min. Pasado este tiempo se centrifuga a 8000 rpm durante 
10-20 min a 4°C. El sobrenadante se recoge con cuidado y se repite el tratamiento 
con fenol. Finalmente se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio, se añaden 2 vo-
lúmenes de etanol absoluto y se recoge el DNA con una varilla de vidrio. El DNA se 
lava con etanol al 70% y se deja secar a temperatura ambiente. A continuación, se di-
suelve en TE (volumen final 5 ml), y se añaden 10 µl de RNAsa (20 mg/ml) y la mez-
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cla se incuba durante 1 h a 37°C. Se añade 1 volumen de una mezcla de fe-
nol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y se agita durante 10 min. Se centrifuga a 
8000 rpm en un rotor SS-34 durante 10-20 min a 4°C y la fase acuosa se transfiere a 
otro tubo repitiéndose el tratamiento con fenol.  
El DNA se precipita añadiendo etanol absoluto, se lava con etanol al 70% y se deja 
secar. Para finalizar, se resuspende el DNA en el volumen deseado de TE (aprox. 
500 µl). La pureza del DNA se calcula midiendo la absorbancia de la muestra a 234, 
260 y 280 nm.  
 
4.10.2. Hibridación DNA-DNA 
La hibridación DNA-DNA se realizó siguiendo el protocolo descrito por Ezaki y cols. 
(1988). Se disuelve el DNA problema a una concentración de 100 µg/ml en agua des-
tilada. Se desnaturaliza la solución de DNA introduciéndolo en un baño a 100°C du-
rante 5 min y se mezcla con una solución de PBS(1)-Mg [1 × PBS(1) compuesto por 
NaCl 8 %, KCl 0.2 %, Na2HPO4 1.4 %, KH2PO4 0.25% (pH 7.22) suplementado con 
0.1 M MgCl2]. Se dispensan 100 µl/pocillo de la solución en un placa de 96 pocillos 
(Max sorp plate, Nunc). La placa se cubre y se incuba a 30°C de 3 a 12 horas. Pasa-
do ese tiempo se desecha la solución.  
El DNA de las especies patrón (DNA sonda) se marca con fotobiotina. Para ello se 
disuelven 5 µg de DNA sonda en 15 µl de solución de fotobiotina (Photoprobe biotin 
SP 1000 - Vector laboratories Inc., Burlingame CA). Se centrifuga 1 s a 15000 rpm 
para homogeneizar la muestra. Se irradia la mezcla con la luz producida por una 
bombilla de 300 W durante 15 min. Los tubos deben estar abiertos, en hielo y situa-
dos a una distancia de la lámpara no superior a 15 cm. A continuación se añade 0.2 
ml de 1-butanol y se mezcla bien. Se centrifuga de nuevo a 15000 rpm durante 5 s y 
se retira la fase superior que corresponde al 1-butanol con la biotina no incorporada.  
La placa de hibridación se prepara dispensando 0.2 ml/pocillo de la solución de 
pre-hibridación preparada como sigue: 10 ml de 20 × SSC (NaCl 3 M y citrato sódico 
0.3 M); 5 ml de 100 × solución de Denhardt [compuesta por BSA (fracción V) al 2%, 
polivinilpirrolidona al 2% y Ficoll 400 al 2%]; 1 ml de DNA de esperma de salmón des-
naturalizado a 10 mg/ml; 50 ml formamida en un volumen final de 100 ml. Se incuban 
las placas a 37°C de 10 a 30 min y se desecha la solución de pre-hibridación. Se 
desnaturaliza el DNA marcado introduciéndolo en un baño de agua a 100°C durante 5 
min y se enfría inmediatamente metiéndolo en hielo. Hay que mezclar la solución de 
DNA con un volumen de solución de hibridación de entre 3 a 10 ml. Ésta se prepara 
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como la de pre-hibridación pero contiene, además, 2.5 g de sulfato sódico de 
dextrano. Se dispensan 0.1 ml/pocillo de la solución de hibridación que contiene el 
DNA marcado en la placa de hibridación. Las placas se incuban 2 h a la temperatura 
adecuada y después se lavan tres veces con 0.3-0.4 ml de SSC por pocillo. Se aña-
den 0.1 ml/pocillo de solución estreptavidina-galactosidasa [1 µl estreptavidina conju-
gada con β-D-galactosidasa; 1 ml de una solución de BSA (0.5%) en PBS] y se incuba 
a 37°C durante 30 min. La placa se lava tres veces con 0.3-0.4 ml de SSC por pocillo.  
Para el revelado de las placas se añade 0.1 ml/pocillo de solución 4MUF-
galactopiranósido (10 µl 4-metilumbeliferil-β-D-galactopiranósido disuelto a una con-
centración de 10 mg/ml en dimetilformamida; 1 ml PBS). Las placas se incuban a 
37°C. La fluorescencia se mide utilizando un lector para placas multipocillo con una 
longitud de onda de excitación de 360 nm y de emisión de 450 nm. El experimento fi-
naliza cuando una de las medidas de la absorbancia supera el valor de 1000. 
 
4.11. Construcción, clonación e hiperexpresión de mutantes en el gen lytA 
La construcción de mutaciones lytA se llevó a cabo mediante mutagénesis dirigida si-
guiendo el protocolo que se resume a continuación. En primer lugar, los genes muta-
dos fueron amplificados mediante PCR utilizando el gen lytA como molde y los oligo-
nucleótidos diseñados con el objetivo de introducir las mutaciones de interés (Tabla 
7). En el caso de los mutantes que codifican los aminoácidos Y294 y P297 (que se en-
cuentran a una distancia considerable del extremo 3’ del gen), los mutantes fueron 
obtenidos mediante mutagénesis específica empleando PCRs solapantes (Sambrook 
y Russell, 2001). Esta técnica consiste, inicialmente, en dos reacciones de PCR inde-
pendientes en las que se generan dos fragmentos solapantes del gen. Uno de ellos 
incluye el codón de iniciación del gen y termina tras la introducción de la mutación. El 
segundo producto de PCR abarca desde la región de la mutación hasta el codón stop. 
En una tercera y última reacción de PCR, se utilizan como molde los fragmentos so-
lapantes generados en las amplificaciones previas y se amplifica el gen mutado com-
pleto con oligonucleótidos que incluyen los codones de iniciación y terminación. Una 
vez obtenidos, los genes lytA mutados fueron clonados en E. coli utilizando el vector 
de expresión pIN-III-A3 . Los transformantes que expresaron la resistencia codificada 
por el plásmido recombinante fueron secuenciados y se seleccionaron los clones de 
E. coli que expresaban las amidasas. Posteriormente, los genes lytA mutados fueron 
hiperexpresados en E. coli y las amidasas fueron purificadas en un solo paso median-
te cromatografía de afinidad en DEAE-celulosa (Sánchez-Puelles et al., 1992).   
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5. TÉCNICAS DE PROTEÍNAS 
5.1. Expresión y purificación de la amidasa LytA 
La amidasa LytA se purificó a partir de los extractos celulares obtenidos de las cepas 
apropiadas de E. coli cultivadas hasta la fase estacionaria del crecimiento en medio 
LB suplementado con Ap. El cultivo se centrifugó a 10000 × g durante 5 min y las cé-
lulas se resuspendieron en tampón fosfato sódico 20 mM (TP) pH 6.8. Las células se 
rompieron en una prensa de French (American Instruments Company) a una presión 
de 1100 Pa, tras lo cual los extractos celulares se centrifugaron a 15000 × g, 15 min a 
4°C y el sobrenadante obtenido se aplicó a una columna de DEAE-celulosa (Sigma) 
equilibrada con TP. Todo el proceso de purificación se realizó a 4°C. Después de la-
var la columna exhaustivamente con el mismo tampón al que se había añadido NaCl 
1.5 M, la enzima retenida por interacción específica con el DEAE (Sánchez-Puelles et 
al., 1992) se eluyó con TP suplementado con NaCl 1.5 M y 2% de cloruro de colina. 
Las fracciones en las que se detectó proteína (medida como A280) se juntaron y diali-
zaron frente a TP guardándose a −20°C.  
 
5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en condi-
ciones desnaturalizantes en presencia de SDS. La técnica utilizada fue la descrita por 
Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando geles de poliacrilamida en placa (100 × 75 × 1 
mm) a una concentración de 10 ó 12.5% según los experimentos. Las muestras se 
hirvieron durante 5 min en presencia del tampón de ruptura (Tris-HCl 62.5 mM, pH 
6.8; SDS al 2%, β-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 
0.005%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA (corrien-
te constante), utilizando un tampón que contenía Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM y 
SDS al 0.1%. Las proteínas se tiñeron con azul brillante de Coomassie R-250 (Swank 
y Munkres, 1971). Las proteínas empleadas como marcadores de masa molecular se 
adquirieron de Bio-Rad: miosina (200 kDa), β-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b 
(97.4 kDa), BSA (66.2 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa) e 
inhibidor de tripsina (21.5 kDa). 
 
5.3. Determinación de la secuencia N-terminal de una proteína 
El análisis de la secuencia N-terminal se llevó a cabo tal y como describe Speicher 
(1994). Las proteínas fueron transferidas directamente desde los geles de poliacrila-
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mida-SDS a membranas de difluoruro de polivinilideno y teñidas con negro amido. 
Las bandas correspondientes fueron cortadas y analizadas en un secuenciador auto-
mático modelo 477A (Applied Biosystems Inc.). 
 
5.4. Técnica de Western blot 
Una vez purificadas las proteínas en estudio y tras ser sometidas a electroforesis en 
geles de poliacrilamida-SDS, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. La 
membrana se saturó con leche en polvo desnatada al 2% (p/v) en tampón PBS 
(tampón fosfato sódico 10 mM pH 7.4; NaCl 140 mM) mediante incubación a 4°C 
durante 12 h. Posteriormente, la membrana se incubó a temperatura ambiente con 
agitación suave durante 4 h en presencia del suero correspondiente. Tras 3 lavados 
(de 10 min de duración cada uno) con PBS que contenía Tween 80 al 0.1% (v/v), la 
membrana se hizo reaccionar durante tiempos de entre 1 y 4 h a temperatura 
ambiente y agitación suave con anticuerpos de cabra anti-IgGs de conejo conjugadas 
con peroxidasa (Jackson Immunoresearch). Finalmente, tras un lavado con PBS-
Tween 80 y otros dos lavados con PBS sin detergente, las bandas de reacción con el 
anticuerpo se visualizaron con peróxido de hidrógeno y 4-cloro-1-naftol (Sigma). 
 
5.5. Análisis de la enzima LytA mediante resonancia magnética nuclear (RMN) 
La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una rama especial de la espectroscopía 
que aprovecha las propiedades magnéticas del núcleo atómico para la elucidación de 
la estructura molecular de proteínas y ácidos nucleicos en solución. Para la 
realización de los experimentos de RMN se prepararon sendas muestras de las 
proteínas LytAB6 y LytAHER en TP (pH 6.9) a una concentración de 300 µM. Se hizo un 
espectro monodimensional (1D) de protón de cada una de ellas en ausencia de colina 
y, a continuación, se realizaron espectros 1D de las proteínas en presencia de 16, 50, 
80 y 120 mM de cloruro de colina. Los resultados obtenidos cuando la colina 
alcanzaba 80 mM no variaron al aumentar la concentración. Los espectros 
monodimensionales se adquirieron en un espectrómetro Bruker Avance 500 MHz que 
opera a una frecuencia de 500.14 MHz para el protón en una mezcla H2O/D2O (9:1) 
como disolvente. Los espectros se procesaron con el programa MestRe-C v 3.0. 
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5.6. Ultracentrifugación analítica 
Los experimentos de equilibrio de sedimentación se llevaron a cabo con una ultracen-
trífuga analítica Beckman Optima XL-A (Beckman Instruments Inc.) equipada con sis-
tema de detección de la absorción UV-VIS. Se utilizaron un rotor An-Ti50 y celdas, de 
6 pocillos o de doble sector, de epon-carbono de 12 mm de paso óptico. La proteína 
pura se equilibró con TP (pH 6.9). Se prepararon concentraciones de proteína de 1.5 
mg/ml y se tomaron 80 µL de de cada una de ellas centrifugándose a 11000, 13000 y 
15000 rpm a 20°C, hasta alcanzar el equilibrio de sedimentación. El gradiente en el 
equilibrio se caracteriza fundamentalmente porque (1) no varía con el tiempo, (2) es 
independiente de las propiedades hidrodinámicas del soluto, y (3) depende únicamen-
te de la masa molecular de flotación (Mi*). Una vez alcanzado el equilibrio de sedi-
mentación a cada una de las velocidades, se determinó Mi* de la proteína, mediante 
el ajuste a los datos experimentales, de la ecuación que describe la distribución radial 
del gradiente de concentraciones en el equilibrio, para un único soluto macromolecu-
lar,  mediante el programa EQASSOC (suministrado por Beckman) (Minton, 1994).  
 
Mi* ω2(r2 – r02)
2RT
 wi(r) = wi(r0)exp
 
 
donde Mi* es la masa molecular de flotación, wi la concentración p/v de la muestra, ω 
es la velocidad angular del rotor  (rad/s), r es la posición radial, r0 indica la posición de 
referencia arbitrariamente seleccionada, R la constante universal de los gases ideales 
y T la temperatura absoluta. Los valores de Mi* se convirtieron  en las 
correspondientes masas moleculares (Mw,a) usando un volumen específico parcial (ν) 
de 0.72 ml/g y una densidad (ρ) de 1.000 g/ml para el tampón. El volumen específico 
parcial se calculó a partir de la composición de aminoácidos de la proteína media el 
programa SEDNTERP (Laue y Stafford, 1992). 
Mi* = Mw,a (1-νρ) 
 
6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
6.1. Aislamiento y purificación de paredes radiactivas 
Se siguió el método desarrollado por García-Bustos y Tomasz (1987). Se cultivó la 
cepa R6 en medio CpH8 en presencia de [metil-3H] colina hasta que el cultivo alcanzó 
una concentración celular de 3.7×108 UFC/ml. Las células se centrifugaron a 3000 × g 
durante 10 min a 4°C y el precipitado resultante se resuspendió en TP conteniendo 
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NaCl 0.15 M. Posteriormente, la suspensión celular se calentó a 90°C durante 30 min 
en presencia de SDS al 4% con el fin de inactivar las autolisinas. Después de varios 
lavados por centrifugación y resuspensión en agua destilada para eliminar el SDS, las 
células se rompieron en una prensa de French. El tratamiento posterior hasta la ob-
tención de las paredes celulares se realizó como se ha descrito anteriormente (Höltje 
y Tomasz, 1976) Finalmente, las paredes se resuspendieron en tampón fosfato sódi-
co 25 mM pH 8.0 conteniendo β-mercaptoetanol (20 mM) y NaCl 0.15 M) de tal modo 
que 10 µl correspondieran a 5000 - 7000 cpm. 
 
6.2. Ensayo de actividad enzimática 
El ensayo cuantitativo de la actividad hidrolítica de la amidasa LytA sobre paredes de 
neumococo siguió la técnica descrita por Höltje y Tomasz (1976). A menos que se 
indique otra cosa, la mezcla de reacción contiene 10 µl de paredes de neumococo 
marcadas radiactivamente con [metil-3H]colina y de 5 a 50 µl de la dilución adecuada 
del extracto celular o de la enzima purificada ajustando a un volumen final de 250 µl 
con TP. La mezcla se incuba a 37°C durante 10-20 min y se detiene la reacción con 
la adición de 10 µl de BSA (4%) y 10 µl de formaldehído al 35%. La muestra se 
centrifuga a 12000 × g durante 15 min y se recogen 200 µl del sobrenadante, al que 
se añade líquido de centelleo para determinar la radiactividad liberada. Una unidad 
(U) de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima que cataliza la 
hidrólisis de 1 µg de paredes (aproximadamente 700 cpm netas) en 10 minutos.  
La metodología para la determinación del fenotipo LytA de neumococo fue 
desarrollada por García y cols. (1985). Sobre la superficie de una placa con colonias 
de neumococo se deposita un filtro de nitrocelulosa seco y estéril (Millipore HAFT, 
tamaño de poro 0.45 µm). El filtro se separa de la placa y se coloca durante 15-20 
min a 37°C sobre un fieltro impregnado en una solución de Doc al 1% (p/v) en fosfato 
sódico 50 mM, pH 8.0. A continuación, el filtro se deja secar brevemente sobre un 
papel de filtro y se tiñe con una solución de azul de Coomassie durante 1 min. 
Después, se destiñe con una solución de ácido acético al 7.5% y metanol al 25%, se 
limpia mediante frotamiento suave, se lava con agua abundante y, finalmente, se 
seca con aire caliente. Las colonias que se hayan lisado con el detergente habrán 
liberando proteínas al filtro, las cuales se tiñen con azul de Coomassie, y aparecen 
como manchas azules (fenotipo DocF+), mientras que las que no se hayan lisado 
dejan su impronta en el filtro en forma de círculos blancos que no se han teñido 
(fenotipo DocF−). 
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6.3. Análisis de de los productos de degradación enzimática de las paredes ce-
lulares 
Para identificar los productos de degradación de las paredes de neumococo tratadas 
con las enzima líticas de los fagos φB6 y φHER se incubaron 50 µl de paredes de 
neumococo marcadas con [metil-3H]colina (5 × 105 cpm/ml) en 190 µl de tampón 
acetato pH 5.6 a 37°C durante 18 h con la cantidad apropiada de enzima. Después de 
detener la reacción y centrifugar las muestras (apartado 6.2), los sobrenadantes se 
aplicaron a una columna de Sephadex G-75 (45 × 1.5 cm). La elución se realizó con 
NaCl 0.15 M, se recogieron fracciones de 1 ml y se midió la radiactividad de cada 
fracción.  
 
7. TÉCNICAS DE FAGOS 
7.1. Inducción y purificación de bacteriófagos atemperados  
La producción de los fagos atemperados EJ-1, φB6 y φHER se consiguió a partir de 
cultivos de las cepas lisogénicas 101/87, B6 y HER, respectivamente. Cuando el 
cultivo bacteriano alcanzó una densidad celular de 1.2 × 108 UFC/ml, se añadió 
mitomicina C (Sigma) al cultivo a una concentración final de 75 ng/ml. El cultivo se 
incubó a 37°C en oscuridad hasta la lisis total del mismo. Para la purificación de los 
viriones se siguió la técnica habitual (García et al., 1983) que incluye dos 
centrifugaciones sucesivas en gradientes de CsCl. 
 
7.2. Purificación del DNA fágico 
El DNA fágico se obtuvo a partir de viriones purificados mediante tratamiento con 
SDS (1% concentración final) y proteinasa K (100 µg/ml concentración final) durante 1 
h a 37°C. Tras este tratamiento, la muestra se trató dos veces con fenol tras lo cual 
se precipitó el DNA con etanol absoluto en presencia de 0.1 M NaCl. Después de la 
precipitación, el DNA se resuspendió en TE y la concentración se midió espectrofo-
tométricamente a 260 nm.  
 
7.3. Marcaje de los extremos del DNA fágico con [γ-32P]ATP  
El marcaje de los extremos del DNA del fago EJ-1 así como el del fago λ como con-
trol, se realizó con la enzima T4 polinucleótido kinasa (New England Biolabs). A 1 µg 
de DNA, previamente tratado con fosfatasa alcalina, se le añadieron 0.5 µl de [γ-
32P]ATP (10 µCi/µl) y 3 unidades de enzima. Se incubó a 37°C durante 30 minutos y 
después se inactivó la enzima durante 5 minutos a 80°C. El [γ-32P]ATP no incorpora-
 45 
 46 
do se eliminó pasando la muestra por una columna del High Pure PCR product isola-
tion Kit de Roche siguiendo las recomendaciones del fabricante. El DNA fue digerido 
con la enzima HindIII y se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. El gel 
se secó sobre papel Whatman 3MM y los productos de la reacción se detectaron por 
autorradiografía en películas Hyperfilm MP (Amersham-Pharmacia-Biotech). 
  
8. MISCELÁNEA 
Las preparaciones de fagos, previamente adsorbidas en rejillas de cobre (300 mesh), 
recubiertas de Formvar y reforzadas con carbono se tiñeron negativamente con ace-
tato de uranilo al 1% (Kay, 1976). Las observaciones se realizaron con un microsco-
pio electrónico de trasmisión LEO 910. La obtención de anticuerpos policlonales con- 
tra el fago EJ-1 se llevó a cabo mediante la inmunización de un conejo siguiendo el 
protocolo descrito por López y cols. (1977). 
 
9. NÚMEROS DE ACCESO DE LAS SECUENCIAS DETERMINADAS EN LA TESIS 
Las secuencias de nucleótidos determinadas en esta Tesis se han depositado en las 
bases de datos de EMBL/GenBank/DDBJ. Los números de acceso de la secuencia 
completa del genoma del fago EJ-1 y de los genes líticos de los fagos φB6 y φHER 
son AJ609634, AJ617815 y AJ617816, respectivamente. En la Tabla 8 se indican los 
números de acceso del resto de las secuencias determinadas en esta tesis. 
 
 
Tabla 8. Números de acceso de algunas secuencias determinadas en esta Tesis 
 
Estirpe 
Gen 101 HER B6 
16S rdna AJ608938 AJ617796 AJ617805 
aroE AJ608939 AJ617797 AJ617806 
ddl AJ608940 AJ617798 AJ617807 
galU AJ608941 AJ617799 AJ617808 
gdh AJ608942 AJ617800 AJ617809 
recP AJ608943 AJ617801 AJ617811 
spi AJ608944 AJ617802 AJ617812 
xpt − − AJ617814 
sodA − AJ617803 AJ617813 
gki − AJ617804 AJ617810 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA CEPA ATÍPICA 101/87 DE S. PNEUMONIAE  
La cepa atípica 101/87 de S. pneumoniae fue aislada de un enfermo de neumonía en 
el Hospital San Juan de Dios (Barcelona) en 1987 (Díaz et al., 1992a). Inicialmente 
fue identificada como S. mitis ya que es resistente a optoquina e insoluble en sales 
biliares. Sin embargo, mediante el uso de sondas específicas para S. pneumoniae, se 
puso de manifiesto que codificaba un gen similar al de la autolisina LytA de 
neumococo. El gen lytA101 presenta una identidad del 81% con el alelo lytAR6 
(correspondiente a la cepa R6 de S. pneumoniae) (Díaz et al., 1992b). Sin embargo, 
el alelo lytA101 presenta una deleción de seis nt en la repetición 6 de su extremo 3´. 
Esta deleción ha sido asociada a la insolubilidad en bilis de esta cepa, característica 
que también ha sido observada en otros aislados de neumococo atípicos (Obregón et 
al., 2002). 
En la cepa 101 se identificó un segundo gen (ejl) que hibridaba con la sonda de 
neumococo pCE3 (Fenoll et al., 1990). Este gen codificaba la enzima lítica de un 
bacteriófago atemperado que fue denominado EJ-1. Este fago es el primero de la 
familia Myoviridae descrito en el género Streptococcus. Como ya se indicó 
anteriormente, uno de los objetivos de esta tesis es secuenciar el genoma completo 
de este fago pero antes resultaba conveniente completar la caracterización molecular 
de su cepa lisogénica habida cuenta de las discrepancias señaladas. 
 
1.1. Amplificación y secuenciación de los genes housekeeping  
La tipificación mediante secuenciación multilocular (MLST) es un sistema que permite 
la clasificación de la población de neumococos en conjuntos clonales. MLST también 
puede ser utilizado para caracterizar aislados atípicos resistentes a optoquina o cepas 
no tipables, como es el caso de la cepa 101 (Enright y Spratt, 1998).  
Las secuencias de los genes xpt y gki de la cepa 101/87 fueron determinadas 
anteriormente (Obregón et al., 2002). Se amplificaron y secuenciaron los cinco genes 
housekeeping restantes. El patrón alélico resultó ser diferente a los ya existentes en 
las bases de datos. Para determinar si esta cepa era un aislado de S. pneumoniae o 
pertenecía a la especie S. mitis, se calcularon las distancias evolutivas existentes 
entre los alelos de la cepa 101 y los de esas especies presentes en las bases de 
datos. Los datos obtenidos están resumidos en la Tabla 9. Según las distancias 
evolutivas (PEDs) obtenidas en el caso del gen aroE, la cepa 101 podría 
corresponder a un aislado de la especie S. mitis. Los alelos del gen aroE en la 
especie S. pneumoniae están bastante conservados con PED ≤ 2. La cepa 101 
presenta una distancia evolutiva similar a la que separa a S. mitisT de las cepas de S. 
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pneumoniae presentes en la base de datos. Sin embargo, en el estudio de los demás 
genes los resultados fueron ambiguos; en particular porque los aislados de S. 
pneumoniae forman un conjunto bastante heterogéneo con PEDs muy altos (Tabla 9). 
En el caso del gen ddl las distancias evolutivas presentan valores iguales o inferiores 
a 11.8. Los resultados obtenidos para el gen xpt son, asimismo, bastante dispersos 
(PED ≤ 9.4). Según las PEDs obtenidas para los seis genes restantes, la cepa 101 
podría tratarse tanto de un aislado de la especie S. pneumoniae como de S. mitis y, 
en consecuencia, deberían llevarse a cabo estudios adicionales.  
 
1.2. Análisis de la secuencia de los genes galU, sodA y del 16S rRNA 
El análisis de la secuencia del 16S rRNA es utilizado para determinar la posición 
filogenética de organismos procariotas aunque este método presenta bastantes 
limitaciones. La secuencia del gen que codifica el 16S rRNA de la cepa 101 mostró 
una similitud de más del 99% con las estirpes ya conocidas de S. pneumoniae, S. 
mitis y S. oralis (datos no mostrados) lo cual es característico de los estreptococos del 
grupo mitis (Tabla 1) (Kawamura et al., 1995). Dado que valores de similitud iguales o 
superiores al 97% no tienen capacidad discriminatoria para asignar un aislado 
bacteriano a una especie u otra (Stackebrandt y Goebel, 1994), se procedió al estudio 
de otros genes. 
 
1.2.1. galU 
El gen galU codifica la enzima UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (UDP- 
glucosa pirofosforilasa) que está presente en todos los seres vivos. En S. 
pneumoniae esta enzima es imprescindible para la síntesis del polisacárido capsular 
(Mollerach et al., 1998). Debido a su marcado polimorfismo, el gen galU puede ser 
utilizado para la tipificacion molecular de aislados del género Streptococcus 
(Mollerach y García, 2000). El alelo galU de la cepa 101 fue amplificado y 
secuenciado y se calcularon las distancias evolutivas. Los alelos galU estudiados se 
agrupan en dos conjuntos claramente diferenciados. Las cepas que van desde el 
número 2 al 14 son las más divergentes respecto del alelo galU101 con valores muy 
altos (de 22 a 26.5) de PED. En otro conjunto se agruparían las cepas cuyos alelos 
galU presentan mayor similitud (alelos 1 y del 15 al 21) donde las PEDs presentan 
unos valores menores que oscilan entre 7.79 y 16.27. Los valores de las distancias 
evolutivas obtenidos respecto de las cepas tipo estudiadas indicaron que la cepa 101 
estaba más próxima a S. mitis que a S. pneumoniae o S. oralis. En la Fig. 5 está 
representado el filograma correspondiente.  
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Tabla 9. Comparación de las distancias evolutivas (PEDs) entre los siete alelos housekeeping de la cepa 101 con los incluidos en la base de datos de MLST 
PEDa 
aroE       ddl gdh gki recP spi xpt
 
 
Cepa Spnb 
(n=56) 
Smic SmiT,d Spn 
(n=124) 
Smi          
   
Spn
(n=78) 
Smi Spn
(n=88) 
Smi SmiT Spn 
(n=59) 
Smi Spn
(n=83) 
Smi Spn
(n=126) 
Smi SmiT 
Spnb ≤ 2.0 0.2−1.5 4.1−5.4 ≤ 11.8 4.9−10.0 ≤ 6.6 0.4−4.5 ≤ 7.4 3.6−6.7 3.2−7.6 ≤ 5.5 0.2−4.8 ≤ 9.0 0.2−7.3 ≤ 9.4 0.4−7.3 4.9−9.9 
Smic 0.2−1.5 − 4.3 4.9−10.0 − 0.4−4.5 
 
− 3.6−6.7 − 4.7 0.2−4.8 
 
− 0.2−7.3 
 
− 0.4−7.3 − 7.3 
SmiT,d 4.1−5.4            
                
4.3 − NHe NH NH NH 3.2−7.6 4.7 − NH NH NH NH 4.9−9.9 7.3 − 
101 5.6−6.7 5.4 5.4 0.0−9.4 7.4 3.3−4.5 3.8 2.1−6.0 3.6 5.6 4.3−5.8 5.1 4.3−7.5 6.1 4.9−10.3 7.3 5.1
 
a Las PEDs fueron calculadas utilizando el programa DISTANCES y las secuencias de todos los alelos de S. pneumoniae incluidas en la base de datos de 
MLST (http://spneumoniae.mlst.net/) (Actualizada el 3 de octubre de 2003). Los números representan el número estimado de sustituciones por 100 bases 
utilizando la corrección de distancias de Jukes-Cantor (1969). n, número de alelos 
b Valores correspondientes a las cepas de S. pneumoniae (Spn) incluidas en la base de datos de MLST. 
c Los datos correspondientes a esta cepa (PN92/120) también están incluidos en la base de datos de MLST . 
d Cepa tipo. Los números de acceso son: aroE, AY283586; gki, AY292542; xpt, AJ422286. 
e ND, no determinado porque la secuencia no está disponible. 
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El alelo galU101 forma un clado con los alelos 18, 19 y 20 encontrados en aislados 
clínicos que fueron clasificados, al igual que la cepa 101/87, como "estirpes atípicas 
de neumococo" (Mollerach y García, 2000). Es claro asimismo que la estirpe 101/87 
se encuentra, desde un punto de vista filogenético, mas próxima a S. mitis que a las 
otras cepas tipo estudiadas (Fig. 5). 
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0.020
 
Figura 5. Filograma obtenido mediante la comparación de las secuencias de los alelos galU disponibles en 
las bases de datos (Mollerach et al., 1998). El alelo galU101 se representa con el número de la cepa (101). 
Las cepas B6 y HER de S. mitis serán descritas a lo largo de esta Memoria. El árbol filogenético se cons-
truyó mediante el método Phylip (http://www.ebi.ac.uk/servicestmp/clustalw). La escala representa el núme-
ro de sustituciones por nt.  
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 1.2.2. sodA 
El gen sodA codifica la enzima superóxido dismutasa dependiente de manganeso 
(Mn-SOD). La secuencia parcial de este gen fue propuesta por Kawamura y cols. 
(1999) como herramienta para la diferenciación de cepas de S. pneumoniae dentro 
del grupo mitis ya que existen unas posiciones conservadas en este gen que permiten 
diferenciar unas especies de otras. Se amplificó y realizó la secuencia parcial del ale-
lo sodA101. En la Tabla 10, se detallan las posiciones importantes dentro del gen sodA 
para la identificación de los aislados así como las que presenta la cepa 101. La infor-
mación obtenida parece indicar que la cepa 101 se trata de una aislado de la especie 
S. mitis.  
 
 
 
 
Tabla 10. Bases de sodA101 presentes en las posiciones propuestas por Kawamura y colaboradores (1999) 
para la diferenciación entre cepas de S. pneumoniae y S. mitis.  
Posición Especie 
31 33 132 174 288 
S. pneumoniae T A C C T 
S. mitis C T/A (18/2) T/C (16/4) T A/C (12/8) 
Cepa 101 C A T T C 
 
 
 
 
1.3. Detección de los genes ply y ant 
1.3.1. ply  
El gen ply codifica la neumolisina que es una proteína citolítica presente en todos los 
aislados clínicos de S. pneumoniae. Se han diseñado sondas específicas de este gen 
para poder identificar cepas atípicas de neumococo (Kearns et al., 2000). Sin embar-
go, algunos estudios han descrito la presencia de este gen en algunos aislados tanto 
de neumococos atípicos (Messmer et al., 2004) como de S. mitis (Whatmore et al., 
2000). Para tratar de averiguar si la cepa 101 es portadora de este gen se realizó un 
experimento de hibridación de Southern utilizando el gen ply como sonda (no mostra-
do) y se pudo comprobar que la cepa 101 carece del gen ply. Según estos resultados 
la cepa 101 pertenecería a la especie S. mitis.  
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1.3.2. ant 
El gen ant descrito recientemente (Balsalobre et al., 2003), se encuentra situado entre 
los genes que codifican la DNA topoisomerasa IV (parE y parC) y presenta una simili-
tud significativa con genes que codifican aminoglicósido adeniltransferasas. El gen 
ant está presente en S. mitis y S. oralis así como en cepas de S. pneumoniae resis-
tentes a quinolonas y que poseen una estructura genética en mosaico. Por el contra-
rio, este gen se encuentra aparentemente ausente del resto de las cepas de S. 
pneumoniae. Experimentos de hibridación de Southern pusieron en evidencia que la 
cepa 101 no contiene el gen ant lo que sugiere que la cepa 101 se incluiría en el gru-
po de los neumococos típicos.  
 
1.4. Hibridación DNA-DNA 
Para tratar de identificar definitivamente la cepa 101 se realizaron experimentos de 
hibridación DNA-DNA. Estos experimentos se realizaron bajo la supervisión del Dr. 
Kawamura en el Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Gifu en Japón. El porcentaje de hibridación entre los genomas de las 
especies del grupo mitis se encuentra en el rango del 40 – 60 % (Kawamura et al., 
1999). Se considera que dos DNAs pertenecen a una misma especie cuando el por-
centaje de hibridación entre ellos es igual o superior al 70%. Los resultados obtenidos 
con el DNA de la cepa 101 están resumidos en la Tabla 11. 
 
 
Tabla 11. Porcentaje de hibridación obtenido entre los DNAs de la cepa 101 y de S. pneumoniaeT y S. mi-
tisT 
                            DNA marcado 
S. pneumoniae S. mitis  
DNA fijado E1a E2 E1 E2 
DNA 101 64.6 62.7 77.0 73.2 
a E1 y E2 indican los resultados de dos experimentos independientes. 
 
 
El resultado de estos experimentos permiten identificar a la cepa 101 como un 
miembro de la especie S. mitis aunque cercano, desde el punto de vista filogenético, 
a S. pneumoniae ya que el porcentaje de hibridación entre sus genomas es superior 
al descrito previamente (véase más arriba).  
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 2. CARACTERIZACIÓN DEL GENOMA DEL BACTERIÓFAGO ATEMPERADO EJ-1 
Como ya se mencionó en la Introducción de esta Memoria, EJ-1 es un fago atempe-
rado que se encuentra integrado en la cepa lisógena 101/87 y que fue descrito por 
Díaz y colaboradores (1992b). Asimismo, se caracterizó su enzima lítica Ejl y se iden-
tificó el sitio de integración del fago (attP) así como el attR o extremo derecho del ge-
noma del profago. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Micrografía electrónica de una preparación purificada del bacteriófagos EJ-1 teñida negativamen-
te con 1% de acetato de uranilo. La barra representa 100 nm. 
 
 
 
2.1. Estrategia de secuenciación  
La secuenciación del genoma del fago EJ-1 se realizó en varias etapas: 
Paso 1: Se eligieron enzimas de restricción que cortaran el DNA del fago generan-
do un número limitado de fragmentos. Las enzimas elegidas fueron: ApoI, Eco47III, 
EcoRV, HindIII, HinPI y XmnI. El DNA de EJ-1 fue digerido con cada una de estas en-
zimas y los fragmentos obtenidos fueron ligados al vector pUC18 digerido con la 
misma enzima o con otra que generara extremos compatibles. Los fragmentos clona-
dos fueron secuenciados utilizando cebadores universales de pUC18 u otros diseña-
dos específicamente para la secuenciación de insertos de gran tamaño. Los fragmen-
tos obtenidos por este procedimiento suponían aproximadamente un 38% del total de 
la secuencia y están descritos en la Tabla 12. 
Paso 2: Las secuencias obtenidas fueron ordenadas, de manera preliminar, to-
mando como referencia el orden en que aparecen los genes en los genomas de otros 
fagos atemperados conocidos. Asimismo, se diseñaron cebadores específicos para la 
amplificación de las regiones que se encontraban entre las secuencias analizadas en 
el paso anterior. En la Tabla 13 se describen los fragmentos que se obtuvieron por 
este procedimiento. 
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Tabla 12. Secuenciación de los fragmentos del genoma de EJ-1 obtenidos mediante la construccion de ge-
notecas en pUC18 
Fragmento 
número a 
Genoteca b Tamaño (pb) 
  1 EcoRV 1193 
  2 HinPI   190 
  3 ApoI 1557 
  4 ApoI   770 
  5 HinPI     85 
  6 HindIII/HinPI 1499 
  7 EcoRV   717 
  8 Eco47III   708 
  9 Eco47III/ApoI/HinPI   704 
10 ApoI/EcoRV 2670 
11 HinPI   114 
12 EcoRV   669 
13 EcoRV/HinPI 1257 
14 HinPI   560 
15 Eco47III   724 
16 HinPI   157 
17 (Díaz et al., 1992b) 2605 
a El número de fragmento corresponde con el representado en la Fig. 7. b Se indican las enzimas utilizadas 
para la obtención de los fragmentos; en el caso de solapamiento entre fragmentos se indican las diferentes 
enzimas de restricción empleadas. 
 
 
Tabla 13. Análisis de los fragmentos obtenidos tras la amplificación de las regiones situadas entre los in-
sertos descritos en la Tabla 12 
 
PCR (I) Cebadores Tamaño (pb) 
2-3 1023/1016   576 
3-4 1015/1014   299 
4-5 1013/1017 1320 
6-7 1002/1025 1240 
7-8 1024/1030 2772 
8-9 1029/1008   374 
9-10 1007/1004   577 
10-15 1003/1028 6017 
12-13 1026/1006   550 
13-14 1005/1012   271 
16-17 1020/1019 4546 
17-1 1018/1011 2774 
 
 
 
Paso 3: Se ensamblaron todas las secuencias obtenidas en las etapas anteriores y 
se obtuvieron 3 fragmentos largos (contigs) (Tabla 14). Estos contigs se unieron entre 
sí mediante PCR utilizando cebadores específicos.  
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 Tabla 14. Longitud de los fragmentos obtenidos tras la amplificación de las regiones situadas entre los con-
tigs.  
 
PCR (II) Fragmentos Cebadores Tamaño (pb) 
c1-c2 1-2 1077/1078 6045 
c2-c3 5-6 1057/1058 6923 
c3-c1 14-16 1045/1046 4427 
 
Paso 4: Se diseñaron diferentes cebadores internos para poder secuenciar los 
fragmentos de gran tamaño y resolver algunas indeterminaciones.  
En el esquema de la Figura 7 se resumen esquemáticamente las etapas seguidas 
para la secuenciación completa del genoma del fago EJ-1. 
Después del ensamblaje de las secuencias, el tamaño del genoma del fago EJ-1 
resulta ser de 42935 pb. Este valor se ajusta bastante bien a las 42 kb estimadas pre-
viamente (Díaz et al., 1992b). El porcentaje en G+C del genoma del fago EJ-1 es de 
39.6%, prácticamente idéntico al que presenta S. pneumoniae (39.7%) (Tettelin et al., 
2001).  
 
 
 
 
 
 
4 8 12 20 16 24 28 32 36 40 kb
attR
contig 1 contig 2 contig 3 contig 1
PCR c1-c2
(6045 pb)
PCR c2-c3
(6923 pb)
PCR c3-c1
(4427 pb)
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contigs
0 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Genotecas
PCRs (I)
17-1 2-3 3-4 4-5 6-7 7-8 8-9 9-10 10-15
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Representación esquemática de la estrategia empleada para la secuenciación del genoma del 
fago EJ-1. El genoma del fago EJ-1 se muestra en estado de profago. Se señala el attR con un rectángulo 
azul. En color rojo están indicadas las secuencias obtenidas a partir de las genotecas descritas en el texto. 
En verde se señala la secuencia del fago EJ-1 descrita previamente (Díaz et al., 1992b). Los productos de 
PCR obtenidos inicialmente están representados en azul. Los contigs resultado del ensamblaje de los 
fragmentos anteriores se muestran como barras violetas. Por último, los productos de PCR resultado de la 
amplificación de las regiones entre los contigs se representan como barras de color anaranjado. Las cabe-
zas de flecha verdes representan los oligonucleótidos internos diseñados específicamente para completar 
la secuencia de los fragmentos de más de 1200pb.   
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2.2. Análisis de la secuencia de nucleótidos del genoma del fago EJ-1 
El tamaño del genoma del fago EJ-1, como ya hemos señalado, es de 42 935 pb. Los 
criterios seguidos para la identificación de marcos de lectura abiertos (orf) presentes 
en el genoma del fago EJ-1 fueron los siguientes: a) que codificaran polipéptidos de 
más de 33 aa; b) que presentaran un sitio de unión al ribosoma (RBS) (Bacot y Ree-
ves, 1991) y, a una distancia adecuada, un codón de iniciación ATG, GTG o TTG. Si-
guiendo estos criterios se predijo la existencia de, potencialmente 73 genes (véase 
más adelante). 
 
2.2.1. Análisis de los promotores 
Utilizando el programa FINDPATTERNS (GCG) se buscaron posibles promotores en las 
regiones intergénicas del profago. La búsqueda se realizó tomando como referencia 
la secuencia consenso de las cajas −35 (TTGACA) y −10 (TATAAT) separadas por 
una distancia de entre 16 y 19 nt. Además, se aceptaron sólo aquellas secuencias 
con un máximo de 3 nt diferentes con respecto a los consensos. Asimismo, se busca-
ron posibles sequencias –10 extendidas (TaTGgTATAAT) que, muy frecuentemente, 
actúan como promotores en neumococo incluso en ausencia de cajas –35 
(Sabelnikov et al., 1995). La actividad del promotor del gen int (orf1) fue comprobada 
empíricamente mediante su clonación en pLSE4 (Díaz y García, 1990). El resto de las 
secuencias corresponden, por el momento, a promotores hipotéticos (Tabla 15). 
 
2.2.2. Terminadores de transcripción 
En las regiones intergénicas del genoma de EJ-1 se buscaron secuencias con capa-
cidad de formar bucles estables en el RNA mensajero, que pudieran actuar como po-
sibles terminadores de la transcripción. Para realizar la búsqueda de terminadores se 
utilizó el programa FOLDRNA (GCG). De las secuencias encontradas en el genoma del 
fago EJ-1 con capacidad para formar bucles, se seleccionaron las que presentaron un 
∆G inferior a −12 kcal/mol. La Tabla 16 muestra, además de las cuatro secuencias 
que cumplían los requisitos establecidos, su localización en el genoma y la energía li-
bre.  
 
2.2.3. Determinación del sitio de integración del fago EJ-1 
El sitio attR del profago EJ-1 que había sido previamente identificado por Díaz y cola-
boradores (1992b) se encuentra situado en posición 3’ del gen ejl (orf73). El attL (ex-
tremo izquierdo del profago) se determinó alineando la secuencia de la región exis-
tente entre los genes ejl e int, obtenida a partir del genoma del fago EJ-1 maduro, con 
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 Tabla 15. Localización de las posibles secuencias promotoras en las regiones intergénicas del genoma del 
fago EJ-1 
Secuencia (5’→3’)a  
Posición (nt) Caja −10 Región espaciadora Caja −35 
 
Índiceb 
 
Localización 
    1492-1464c TTGACA gtatttataaatTgaac TATAAT 6,1,6 Int 
    4389-4361c TTtACA aatacgaaaataaacGt TATtAT 5,1,5 Represor CI 
    4431-4459 TTGACA tacgatttaattcgTag TATAAT 6,1,6 orf5 
    6156-6128c TtctaA ccacctttcaaaTgTGg TATAAT 3,3,6 orf9 
    6140-6170 TTGAaA 
aTaACA 
ggtggttagaattggaaGa TAaAAT 5,1,5 orf10 
    8663-8692 atatgtagtgttTtTtg TATAtT 4,2,5 orf15 
11584-11612 TTaACA atattcttaactTtgGa TATcAT 5,2,5 orf23 
14748-14778 agGACA cgatgctagatgtaTcTGa TtTAAT 4,3,5 orf31 
15179-15226 TTGACt ctattgattggTcatc TAaAAT 5,1,5 orf32 
16921-16950 gTGAtA tacccgataaaaaTaTta TATcAT 4,2,5 orf36 
16969-16941c cTcACA acatcgctccttTaTGa TATAAT 4,3,6 orf35 
17361-17389 aaaAgg tagctgattgtcTaTcg TAaAAT 1,2,5 orf37 
17417-17446 TaGgaA atggcttaatttacaTGg TAaAAT 3,2,5 orf37 
17470-17497 TTGACg tctcctttataTtTat TATAtT 5,2,5 orf37 
23736-23765 TTGAaA ccgaaaaaaggagTtgat TATtAT 5,1,5 orf42 
26524-26554 TTGgCA aatagattgggtaacagaa TATgAT 5,0,5 orf49 
35310-35337 TTGAag tccataccataTcTGg TtTAtT 4,3,4 orf61 
39441-39471 TaacCA ataatggaggtgacTaTGg TAgAAT 3,3,5 orf68 
40307-40434 TTGACA cactgaaagagatTGc TAcAAT 6,2,5 orf71 
a Las bases idénticas a las de la secuencia consenso están anotadas en mayúscula. 
b Bases identicas a las de las cajas consenso −35, −10 extendida, y −10; el valor máximo es 6,3,6. 
c El promotor está localizado en la hebra complementaría a la que viene incluida en la base de datos. 
 
 
 
Tabla 16. Posibles terminadores de transcripción en el genoma de EJ-1 
Localización Secuencia del bucle ∆G (kcal/mol) 
95−200 TGGGGCATAGACTAATACTTTTCCATGACATCTGCTACCGTTGATTTC
ATTTGTTTTGTGATGTGAGTATATATTTGAGTGGTTGTTTTTG-
CATCGGAGTGCCCCA 
−28.8 
16461−16540 GCTTTTGTCCCATGTGTGATAGGACATACAGCAACAAATCCAGTCTGT
TTACTGTAATTATCACTAGATACGACAACAGC 
−21.1 
24629−24775 TTGGAAACTTCAATTGGATAATCTAGTTGGAGATAAGAAAATTCATCG
GATTTTGACTTATCAGGATTATCAATATAATTTTCTTTTATTTCTTTA
GCCATTTGAGCGAAAATTTCTTGGCTTTTCTTAGAAATTAAAGTTTC-
CAA 
−32.1 
42749−42783 ATGCCCCAAAAATATAAAAATAAAATTTGGGGCAT −13.1 
 
 
 
el attR y el genoma completo de S. pneumoniae. Se obtuvo una región conservada de 
22 nt (core) que aparece representada en la Figura 8. Para confirmar que el fago EJ-1 
se integra en esta región se realizaron varias reacciones de PCR utilizando nt que 
hibridaban con int en el profago EJ-1 y con los genes hlpA y degV en el genoma de S. 
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pneumoniae (Hoskins et al., 2001). No obstante, no fue posible determinar los genes 
que se encuentran en posición 3’ con respecto al attR en la cepa lisógena 101. Hay 
que señalar que inmediatamente en posición 3’ del attB en la cepa R6 de S. pneumo-
niae aparece un elemento RUP_B2 (Fig. 8). Los elemento RUP parecen estar impli-
cados en reordenamientos del genoma (Oggioni y Claverys, 1999) por lo que la falta 
de similitud que existe entre la región situada a la derecha del attB de la bacteria R6 y 
la secuencia a continuación del attR en la cepa 101 podría deberse a intercambios 
genéticos que habrían tenido lugar en esta localización a lo largo de la historia evolu-
tiva de la cepa 101. Es interesante señalar que, como también muestra la Fig. 8, va-
rios profagos de S. pyogenes se localizan en posición 3’ con respecto al gen hlpA a 
pesar de que los genes vecinos son claramente diferentes entre GAS y S. pneumo-
niae.  
 
2.3. Análisis comparativo de las secuencias de aminoácidos de los polipéptidos 
codificados por el genoma del fago EJ-1 
La secuencia de los genes del extremo derecho del profago EJ-1 (un fragmento Eco-
RI-BclI de 1903 pb) que incluye los genes de la holina (hol) y el de la amidasa fágica 
(ejl) ya era conocida con anterioridad (Díaz et al., 1992b). Mediante análisis bioinfor-
máticos y por similitud con las secuencias incluidas en las bases de datos, fue posible 
asignar una función a 52 de los 73 productos génicos codificados potencialmente por 
el genoma de EJ-1 (Tabla 17).  
Un análisis preliminar de los resultados obtenidos en las comparaciones realizadas 
indicó que el genoma del profago EJ-1 se encuentra organizado en 5 grupos de ge-
nes o módulos funcionales (Fig. 9). El orf donde empieza o termina un módulo no se 
puede precisar con total exactitud ya que no se ha sido posible asignar ninguna fun-
ción a muchos de los genes del genoma del fago EJ-1. No pueden, por tanto, ser 
asignados a un módulo concreto y una división precisa requerirá investigaciones adi-
cionales. Los módulos son: A) Módulo lisogénico compuesto por los genes responsa-
bles de la regulación del cambio entre los ciclos lítico y lisogénico del fago; B) Módulo 
de replicación formado por los genes encargados de la replicación del DNA; C) Módu-
lo de empaquetamiento compuesto por los genes responsables de encapsidar el DNA 
fágico; D) Módulo estructural formado por los genes que codifican las proteínas de la 
cápsida y la cola del fago y E) Modúlo lítico integrado por los genes responsables de 
la lisis de la bacteria huésped y posterior liberación de las partículas fágicas. 
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attB   CAAACTGGTAAAGAAATGACAATTGCAGCTTC--TAAAGTACCAGCATTCAAAGCTG  
attL   CAAACTGGTAAAGAAATGACAATTGCAGCTTC--TAAAGTACCAGCATTCAAAGCTG 
attR   TAATCGTATACATCCTTATTTATCAAAACTTTTTTCTATTATATAGCTATGAAGTAT  
attP   TAATCGTATACATCCTTATTTATCAAAACTTTTTTCTATTATATAGCTATGAAGTAT  
 
                             fin hlpA 
attB   GTAAAGCTCTTAAAGACGCTGTTAAATAATCAGTCTTTAAAAAGCCTATTGTATCAA  
attL   GTAAAGCTCTTAAAGACGCTGTTAAATAATCAGCCTTTAAAAAGCCTATCATATCAA 
attR   ATCCTTTATAAAAAGACGCTGTTAAATAATCAGCCTTTGAAAAGCCTATTGTATCAA  
attP   ATCCTTTATAAAAAGACGCTGTTAAATAATCAGCCTTTAAAAAGCCTATCATATCAA  
                         att core 
 
attB   GCTTTCTAGCTTGGTCAGTAGGTTTTTTAATTATGAAATCTAGTAATAAATAGAGTT  
attL   GCATTTGAGCTTGTGTGACAGGCTTTTCTTTTGGTTTGGGGCATTTTTGGGGCATAG 
attR   GCTTTCTAGCTTGGTCAGTAGGCTTTTTTGTGTATAGGGTCCAAAAAAGGGCAAAAT  
attP   GCATTTGAGCTTGTGTGACAGGCTTTTCTTTTGGTTTGGGGCATTTTTGGGGCATAG  
 
 
Figura 8. Organización génica en torno al sitio de integración del fago EJ-1 y secuencia de los sitios attB 
(cepa R6), attP, attR y attL. Las bases que coinciden en todas las secuencias están encuadradas en el ali-
neamiento múltiple representado. 
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Tabla 17. Análisis comparativo de los productos génicos codificados por EJ-1 con proteínas incluidas en 
las bases de datos 
 
Gen Producto génico Fago relacionado y/o proteína bacteriana 
   
orf 
      
Inicio 
       
Fin 
       
aa 
Función pro-
puesta 
(Dominios 
conservados) 
                                                        
Proteína (origen)1 (% de simili-
tud) 
log10E     
(aa so-
lapan- 
tes) 
 
Nº de acceso 
1 1248 106 380 Integrasa Profagos 370.3/370.3-
like/315.3/SPsP4; Posible inte-
grasa (Spy) (74.7); fago MM1; 
integrasa (Spn) (33.1)2 
–116 
(380) 
–35 
(378) 
Q99YY3 
Q94M77 
2 1943 1497 148 − − − − 
3 3500 1959 513 PH3 
(COG0711) 
Profago φSDA; PH (Spy) (53.9) –67 
(503) 
Q8NZP2 
4 4332 3529 267 Represor CI 
(COG2932; 
PF01381) 
Profagos 370.3/315.3/370.2/ 
315.2/SPsP4; posible represor 
(Spy) (44.9) 
–29 
(237) 
Q99YY5 
5 4508 4783 91 − − − − 
6 4856 4999 47 − − − − 
7 5061 5165 34 − − − − 
8 5170 5364 64 − − − − 
9 6099 5326 257 PH Fago SM1, Gp14 (Smi) (50.8) –31 
(182) 
Q7Y4L0 
10 63084 6535 75 Represor Cro 
(COG1396; 
PF01381) 
Profago 315.3; PH (Spy) (64.3) –12 
(70) 
Q8K761 
11 6532 7380 282 DnaD 
(COG3935; 
PF04271) 
Fago 7201; Orf4 (Sth) (31.4) 
Plásmido pSX267; proteína ini-
ciadora de la replicación RepA; 
(Sxy) (30.6)2 
–12 
(241) 
–9 
(219) 
Q9MCM7 
Q52583 
12 7392 8204 270 Proteína de 
replicación 
(COG1484; 
PF01695) 
Profago φspeA; posible proteína 
de replicación del DNA (Spy) 
(35.4) 
–26 
(251) 
Q8P2I1 
13 82015 8371 56 − − − − 
14 8385 8528 47 − − − − 
15 87254 8901 58 Regulador 
transcripcional 
(COG3655; 
PF01381) 
Profago φspeLM; PH (Spy) (55.2) –8 (58) Q8P0L9 
16 8980 9291 103 Excisionasa Profagos 370.3/370.3-
like/315.5/SPsP4; Posible exci-
sionasa (Spy) (74.8) 
–30 
(103) 
Q99YY7 
17 9303 9650 115 − − − − 
18 9667 9810 47 PH Profago φspeC; PH (Spy) (46.7) –4 (45) Q8P1S5 
19 9797 9919 40 − − − − 
20 9916 10095 59 − − − − 
21 10092 11063 323 PH 
(COG3723; 
PF03837) 
Profago Lp1; proteína 18 (Lpl) 
(45.9) 
–40 
(303) 
Q88YV1 
22 11067 11903 278 PH Profago 370.3; PH (Spy) (37.2) –21 
(266) 
Q99YZ3 
23 12078 12410 110 PH Profagos315.3/SPsP4, PH (Spy) 
(61.5) 
–26 
(109) 
Q8K6U2 
24 12407 12922 171 PH Profago 370.3; PH conservada 
(Spy) (78.0) 
–51 
(168) 
Q99YZ5 
25 12934 13215 93 − − − − 
26 132235 13708 161 PH Fago Sfi11; PH (Sth) (50.0) –14 
(132) 
Q9MCI0 
27 13709 13918 69 PH Fago DT1; PH (Sth) (33.8) –4 (69) Q9XJD4 
28 13918 14193 91 − − − − 
29 141905 14450 86 PH (PF07116) Fago SM1, Gp27 (Smi) (65.1) –21 
(86) 
Q7Y4J7 
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 30 14447 14848 133 − − − − 
31 14857 15354 165 Proteína de 
union a DNA 
PH conservada (Sag) (35.0) –12 
(162) 
AAN00730 
32 15477 16037 186 Regulador 
transcripcional 
PH (Lin) (31.3) –10 
(174) 
Q926A7 
33 16039 16263 74 PH Fago MM1; PH (Spn) (93.1) –26 
(74) 
Q8SBI6 
34 166365 16415 73 Regulador 
transcripcional 
(COG2337; 
PF02452) 
Proteína reguladora del creci-
miento celular (Lpl) (70.8) 
–11 
(48) 
Q88TP7 
35 16907 16620 95 Regulador 
transcripcional  
Regulador transcripcional, familia 
AbrB (Efa) (46.0) 
–4 (51) AAO82928 
36 169654 17411 148 Regulador 
transcripcional 
Fagos 
NIH1.1/φseLM/315.4/SPsP3; PH 
(Spy) (37.6) 
–13 
(140) 
Q938L8 
37 178474 19112 421 Transferasa 
(COG0863; 
PF01555) 
PH (Sag) (47.3) –74 
(420) 
Q8E5B2 
38 19142 19603 153 PH Fago 370.1; PH (Spy) (52.7) –18 
(127) 
Q9A0P5 
39 195915 20856 421 Subunidad 
grande  Ter-
minasa 
(COG1783; 
PF03237) 
Subunidad grande de la termina-
sa profago (Cte) (59.9) 
–103 
(413) 
AAO35668 
40 208615 22276 471 Proteína portal 
(PF05133) 
Fago SPP1; Proteína portal 
(Bsu) (31.5)2 
–31 
(425) 
P54309 
41 22257 23801 514 Proteína mino-
ritaria de la 
cabeza 
(COG2369; 
PF04233) 
Fago SM1, Gp35 (Smi) (41.8) –30 
(236)6 
Q7Y4I9 
42 23764 23973 69 PH PH Nma0318 (Nme) (86.2) –20 
(58) 
Q9JWL2 
43 24027 24200 57 PH Phage MM1; PH (Spn) (36.8) –3 (57) Q94M48 
44 24226 24378 50 − − − − 
45 244675 24607 46 − − − − 
46 24961 25542 193 Andamiaje 
(PF06810) 
Proteína hipotética de andamiaje 
(Lmo) (31.6) 
Fago SPP1; Proteína de anda-
miaje (Bsu) (29.2)2 
–11 
(193) 
–5 
(111) 
Q8Y4Y2 
Q38580 
47 25542 26534 330 Proteína prin-
cipal de la ca-
beza 
PH Lmo2296 (Lmo) (58.7) 
Fago SPP1; Proteína de la en-
voltura (Bsu) (39.9)2 
–78 
(328) 
–41 
(323) 
Q8Y4Y3 
Q38582 
48 26550 26945 131 − − − − 
49 26952 27299 115 PH PH (Lga) (29.0) –7 
(108) 
ZP_00046446 
50 27296 27787 163 PH − − − 
51 27777 28193 138 PH Proteína conservada (Cte) (29.0) –2 
(119) 
AAO36622 
52 28186 28356 56 − − − − 
53 28356 29669 437 Envuelta; cola PH Lin1278 (Lin) (38.8) 
Profago defectivo PBSX; XkdK 
(Bsu) (39.9) 
–49 
(437) 
–18 
(419) 
Q92CB1 
P54331 
54 29683 30147 154 Núcleo de la 
cola 
Profago defectivo PBSX; XkdM 
(Bsu) (44.5) 
–17 
(146) 
P54332 
55 30163 30759 198 PH Profago defectivo PBSX; XkdN 
(Bsu) (30.8) 
–12 
(179) 
P54333 
56 30763 33009 748 Proteína que 
determina la 
longitud de la 
cola 
(COG5281) 
Proteína relacionada fago 
Rsc0873 o Rsc04872 (Rso) 
(27.3) 
Phage HK97; Proteína que de-
termina la longitud de la cola 
(Eco) (31.4) 
–12 
(381)7 
–9 
(306)7 
Q8Y120 
Q9MCS3 
57 33023 33715 230 PH PH Lin1283 (Lin) (32.5) 
Profago defectivo PBSX; XkdP 
–10 
(153)7 
Q92CA7 
P54335 
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(Bsu) (31.8) –9 
(148)7 
58 33712 34680 322 PH PH Lin1284 (Lin) (26.8) 
Profago defectivo PBSX; XkdQ 
(Bsu) (27.6) 
–11 
(285) 
–9 
(258) 
Q92CA6 
P54336 
59 34680 34982 100 PH PH Lgas0622 (Lga) (29.0) 
Profago defectivo PBSX; XkdR 
(Bsu) (27.0) 
−6 (98) 
–1 (89) 
ZP_00046455 
P54337 
60 34985 35377 130 PH Profago defectivo PBSX; XkdS 
(Bsu) (38.3) 
–8 
(122) 
P54338 
61 35367 36494 375 Proteína de la 
cola 
(COG3299) 
PH Lin1287 (Lin) (31.7) 
Profago defectivo PBSX; XkdT 
(Bsu) (33.6) 
–29 
(361) 
–17 
(366) 
Q92CA3 
P54339 
62 36494 37087 197 PH Profago Lj928; PH (Ljo) (32.2) 
Profago defectivo PBSX; XkdU 
(Bsu) (20.2) 
–8 
(149) 
–3 
(183) 
Q9AZ88 
P54340 
63 37080 37355 91 − − − − 
64 37348 37797 149 Fibra de la 
cola 
Profago defectivo PBSX; XkdV 
(Bsu) (50.0) 
–4 
(60)7 
P54341 
65 37802 38290 162 − − − − 
66 38299 38724 141 − − − − 
67 38731 39450 239 PH Fago SM1; PH (Smi) (39.4) –15 
(198) 
Q9AF63 
68 39462 39740 92 PH Profagos 315.6/SPsP1; PH (Spy) 
(29.9) 
–4 (78) Q8K6B7 
69 39755 40231 158 PH Profagos 315.5/SPsP2 (Spy) 
(39.8) 
–10 
(108) 
Q8K6K1 
70 40238 40558 106 − − − − 
71 40564 41280 238 PH Ver Díaz et al. (1992b) − Q38655 
72 41296 41553 85 Holina Ver Díaz et al. (1992b) − Q38656 
73 41555 42505 316 Amidasa Ver Díaz et al. (1992b) − Q38658 
 
1 Abreviaturas: Bsu, Bacillus subtilis; Cte, Clostridium tetani; Eco, Escherichia coli; Efa, Enterococcus fae-
calis; Lga, Lactobacillus gasseri; Ljo, Lactobacillus johnsonii; Lpl, Lactobacillus plantarum; Lin, Listeria in-
nocua; Lmo, Listeria monocytogenes; Nme, Neisseria meningitidis; Rso, Ralstonia solanacearum; Sxy, 
Staphylococcus xylosus; Sag; Streptococcus agalactiae; Smi, Streptococcus mitis; Spn, Streptococcus 
pneumoniae; Spy, Streptococcus pyogenes; Sth, Streptococcus thermophilus. 
2 Comprobado experimentalmente. 
3 PH, proteína hipotética. 
4 Orf con GTG como codón de inicio. 
5 Orf con TTG como codón de inicio. 
6 Similitud restringida al extremo C-terminal. 
7 Similitud restringida al extremo N-terminal de la proteína incluida de la base de datos. 
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Fig. 9. Organización genómica del profago EJ-1 y comparación con otros fagos que infectan bacterias 
Gram positivas con bajo contenido en G+C. Los marcos de lectura abiertos (flechas) fueron coloreados de 
acuerdo con la función predicha: rojo, lisogenia; amarillo, replicación, anaranjado, regulación transcripcio-
nal, verde oscuro, morfogénesis de la cápside, azul oscuro, componentes de la cola, rosa, lisis del hués-
ped; gris, posibles genes reguladores; sin colorear, ORFs hipotéticos.  ,  representan posibles promotores 
extendidos o canónicos, respectivamente.  , posibles terminadores de la transcripción. El sombreado de co-
lor azul claro conecta los genes que presentan una similitud significativa en su secuencia. En la parte baja 
de la figura está representado el porcentaje en G+C medio del genoma del profago EJ-1. Las flechas verti-
cales indican la posición de dos regiones de las de 200 pb ricas en G+C (> 50%) (nt 25770-26026 y 41584- 
41784). 
 
 
 
 
 
2.3.1. Módulo lisogénico 
El módulo lisogénico del fago EJ-1 está formado por 10 genes, la mitad de los cuales 
se transcriben de derecha a izquierda de acuerdo con el esquema mostrado en la Fig. 
9. El primer marco de lectura abierto codifica una posible integrasa que presenta simi-
litud con otras integrasas de fagos del género Streptococcus (Tabla 17). Basándonos 
en la secuencia de la integrasa del fago EJ-1 se intentó diseñar un vector integrativo 
en S. pneumoniae. La región intergénica entre orf1 y orf2 consta de una región pro-
motora P que es idéntica a la secuencia consenso de las cajas −10 (TTGACA) y −35 
(TATAAT) con una separación entre ellas de 17 nt y una región de 213 pb que no 
presentaba similitud con las incluidas en las bases de datos. En primer lugar se com-
probó la actividad de la secuencia promotora cercana al gen de la integrasa clonando 
la región P, la región de 213 o ambas por separado en el vector de expresión pLSE4 
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que contiene el gen lytA como reportero (Díaz y García, 1990). Los plásmidos recom-
binantes se introdujeron en la cepa M31 (∆lytA) de S. pneumoniae y los transforman-
tes LytA+ se seleccionaron como se describe en Materiales y Métodos. Se obtuvieron 
transformantes LytA+ sólo en aquellos casos en los que la región P estaba presente lo 
que confirmaba su función promotora (datos no mostrados). A continuación, se clonó 
el fragmento que contenía las regiones descritas anteriormente, el gen de la integrasa 
(int) y el attP, ,en las dos orientaciones posibles en pUCE191(Arrecubieta et al., 
1995). Teniendo en cuenta que el plásmido pUCE191 no puede replicarse en S. 
pneumoniae su integración y la consiguiente expresión de resistencia a Ln serviría, 
por tanto, para comprobar la actividad integrasa del producto del gen int. El vector re-
combinante obtenido fue usado para transformar la cepa M32 de S. pneumoniae pero 
hasta el momento no ha sido posible recuperar ni un solo transformante. Aunque se 
comprobó que la cepa M32 contenía el sitio de integración attB, por motivos descono-
cidos, la integrasa no parece capaz de integrar el vector recombinante en el cromo-
soma de la cepa receptora M32.  
Orf2 situado en posición 5’ del gen de la integrasa codifica una proteína de 148 aa 
de función desconocida ya que no presenta similitud con ninguna de las que existen 
en las bases de datos. A continuación se encuentra orf3 que codifica una proteína de 
513 aa con una similitud del 53.9% con una proteína del fago φSDA de S. pyogenes. 
El orf4 codifica un represor (CI) similar a proteínas de fagos de S. pyogenes, entre 
ellos el fago 370.1 cuya integrasa presentaba una elevada similitud con la del fago 
EJ-1 (74.7%) (Tabla 17). 
Según los criterios utilizados para la búsqueda de similitudes, no se encontraron 
proteínas homólogas en las bases de datos para los polipéptidos codificados por los 
orf5, orf6, orf7 y orf8. Por otra parte, la proteína codificada por orf9 presenta una se-
mejanza del 50.8% con una proteína del fago SM1 de Streptococcus mitis. El último 
gen del módulo lisogénico, orf10, codifica una proteína de 75 aa con una similitud del 
64.3% con una proteína del fago 315.3 de S. pyogenes que codifica el represor Cro 
implicado en el paso del ciclo lisogénico al ciclo lítico.  
El módulo lisogénico presenta el orden génico característico de otros fagos atem-
perados de bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C (GPBGC): attL-
integrasa-genes desconocidos-represor tipo CI- represor tipo Cro- excisionasa. Sin 
embargo el gen de la excisionasa no se encuentra en esta situación y se ha localiza-
do en el módulo de replicación. 
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 2.3.2. Módulo de replicación 
El módulo de replicación del fago EJ-1 está formado por 25 genes (Figura 9). Los orf 
13, 14, 17, 19, 20, 25, 28 y 30 no presentan homología con ninguna proteína de las 
que están registradas en las bases de datos. 
Los orf11 y orf12 codifican dos proteínas implicadas en la replicación del DNA y 
son homólogas a proteínas de fagos de otras especies del género Streptococcus (Ta-
bla 17). Curiosamente, en orf11, que codifica la proteína iniciadora de la replicación 
DnaD, se localiza una repetición directa de una secuencia de 38 nt. Esta secuencia 
podría corresponder al origen de replicación del fago EJ-1 teniendo en cuenta que 
presenta una similitud del 79% con el origen de replicación del fago φ7201 de Strep-
tococcus thermophilus. También se han encontrado repeticiones más cortas en posi-
ciones similares en ambos fagos. Una región de aproximadamente 250 nt en torno a 
estas repeticiones en el fago EJ-1 presenta una similitud del 66% con la misma región 
de φ7201. Además, la región que contiene las repeticiones presenta un contenido en 
G+C del 26% (Fig. 9), muy inferior al valor medio del genoma del fago EJ-1 (39.6%). 
Esta observación parece indicar que un grupo de genes que incluiría orf11, orf12, 
orf13, orf14 y orf15 se habría insertado en esta localización ya que no presentan 
homología con los fagos relacionados con SF370.3 de S. pyogenes a los que se 
asemejaban algunos de los genes del módulo anterior y, sobre todo, porque se en-
cuentran separando al gen de la excisionasa del módulo lisogénico. La homología en-
tre los genomas del fago EJ-1 y del fago SF370.3 termina en orf25.  
El orf26 presenta una similitud del 50% con un gen que codifica una proteína hipo-
tética del fago Sfi11 de S. thermophilus mientras que la proteína codificada por orf31 
del fago EJ-1, es asimismo similar a otra de aquel fago. Sin embargo, los productos 
de orf27 y orf29 presentan, respectivamente, una similitud muy significativa con orf70 
y orf111 del fago DT1, un fago tipo cos similar a Sfi11. 
Los orf32, orf34, orf35 y orf36 codifican proteínas homólogas a reguladores trans-
cripcionales de fagos de Listeria innocua, Lactococcus plantarum, Enterococcus fae-
calis y S. pyogenes, respectivamente. Por último, el producto de orf33 presenta una 
elevada similitud, 93.1%, con una proteína hipotética del fago MM1 de S. pneumo-
niae. 
 
2.3.3. Módulo de empaquetamiento 
El módulo de empaquetamiento está formado por los genes orf37, orf38, orf39 y orf40 
(Fig. 9). El orf37 codifica una transferasa con un 47.3% de similitud con una proteína 
de S. agalactiae. Al producto génico del orf38 no se le ha podido asignar una función 
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concreta pero presenta un 52.7% de similitud con una proteína hipotética del fago 
370.1 de S. pyogenes.  
El orf39 codifica una proteína de 421 aa que presenta semejanza con la subunidad 
grande de la terminasa de un profago de Clostridium tetani. La terminasa está forma-
da por dos subunidades, una pequeña y otra grande, pero no se ha encontrado nin-
gún marco de lectura abierto que presente homología con ninguna subunidad peque-
ña de las terminasas depositadas en las bases de datos. Por último, orf40 codifica un 
polipéptido de 471 aa que presenta una semejanza del 31.5% con la proteína portal 
del fago SPP1 de B. subtilis. La proteína portal es un componente esencial para el 
empaquetamiento del DNA del fago en la cápsida. La terminasa y la proteína portal 
forman un complejo que actuará como motor molecular para translocar el DNA al in-
terior de la cápsida. 
 
2.3.4. Módulo estructural  
El módulo estructural del fago EJ-1 está compuesto por, al menos, 24 genes que se 
pueden dividir en dos grupos según codifiquen proteínas que constituyen la cabeza o 
la cola (Fig. 9). La función de los cuatro genes restantes representados indicados en 
la misma figura no ha podido ser determinada. Mientras que el producto génico de 
orf66 no presenta parecido alguno con las proteínas incluidas en las bases de datos, 
los polipéptidos codificados por orf67, orf68 y orf69 son similares a proteínas sin una 
función asignada del fago SM1 de S. mitis, y de los fagos 315.5 y 315.6 de S. pyoge-
nes, respectivamente. Estos cuatro genes han sido incluidos dentro del módulo es-
tructural para facilitar la representación de los módulos funcionales del genoma del 
fago EJ-1 pero, puesto que no se conoce su función, podrían muy bien formar parte 
del módulo lítico.  
Los marcos de lectura que van desde orf41 hasta orf52 codifican las proteínas que 
van a formar la cabeza del fago. El orf41 presenta una similitud del 41.8% con la pro-
teína minoritaria de la cabeza del fago SM1 de S. mitis. La organización general que 
abarca desde orf39 (módulo empaquetamiento) hasta orf48 muestra una correspon-
dencia gen a gen con el genoma de fagos relacionados con Sfi11 (Desiere et al., 
2000) con la excepción de orf42, orf43, orf44 y orf45 cuya función no ha sido determi-
nada. Los orf46 y orf47 codifican la proteína responsable del andamiaje o scaffolding 
y la proteína mayoritaria de la cabeza, respectivamente y presentan semejanza con 
proteínas homólogas de fagos de Listeria monocytogenes. La función del resto de los 
genes incluidos en este grupo dentro del módulo estructural no ha podido ser deter-
minada siguiendo los criterios de semejanza utilizados. 
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 El conjunto de genes que codifica las proteínas formadoras de la cola del fago EJ-
1, de orf 53 a orf64, son totalmente diferentes de los genes homólogos ya estudiados 
en fagos Siphoviridae que infectan bacterias GPBGC. Sin embargo, muestran una 
sintenia prácticamente perfecta con los genes que codifican las proteínas de la cola 
del fago defectivo PBSX de B. subtilis (desde XkdK hasta el extremo N-terminal de 
XkdV) (Krogh et al., 1996). Por el contrario, orf56, que codifica la proteína responsa-
ble de determinar el tamaño de la cola (tail length tape measure), presenta una simili-
tud significativa con las proteínas correspondientes de algunos fagos que infectan a 
bacterias Gram-negativas (Tabla 17).  
 
2.3.5. Módulo lítico 
El módulo lítico del fago EJ-1 codifica las proteínas responsables de la lisis de la bac-
teria huésped para facilitar la salida de la progenie fágica. No ha sido posible asignar 
ninguna función a los productos génicos de los orf70 y orf71 pero se indican como for-
mando parte del módulo lítico para facilitar la representación gráfica del genoma del 
fago EJ-1. Los genes que codifican la holina y la enzima lítica del fago EJ-1 fueron 
descritos por Díaz y cols. (1992b) y las proteínas correspondientes ya han sido estu-
diadas en detalle en trabajos previos (Sáiz et al., 2002; Haro et al., 2003).  
 
2.4. Estudio del mecanismo de empaquetamiento del DNA 
El proceso de replicación del fago en el interior de la bacteria da como resultado la 
acumulación de DNA concatemérico que será cortado bien en una secuencia especí-
fica (cos), cuando la cápsida del fago se encuentre llena tras un corte específico (pac) 
o mediante el mecanismo de llenado sin ninguna especificidad en el corte (Black, 
1989). Para averiguar qué tipo de mecanismo utiliza el fago EJ-1 para el empaqueta-
miento de su DNA se realizaron varios experimentos (datos no mostrados). En primer 
lugar, se trató el DNA del fago con DNA ligasa o DNA polimerasa del fago T4 y, a 
continuación, se digirió con la enzima de restricción HindIII. Si se tratase de un fago 
con extremo cohesivos (cos) tras el tratamiento con la ligasa dos bandas deberían 
verse reducidas en concentración y aparecería una nueva. Después de tratar enzimá-
ticamente el DNA del fago EJ-1 y estudiar el patrón de bandas obtenido, no se apre-
ció la aparición de una nueva banda consecuencia de la unión de los extremos cohe-
sivos. Los perfiles electroforéticos tanto del DNA del fago EJ-1 tratado como del con-
trol resultaron idénticos. Otro experimento que se realizó para tratar de aclarar el me-
canismo de empaquetamiento consistió en marcar con [γ-32P]ATP los extremos del 
DNA del fago EJ-1. El DNA del fago λ fue utilizado como control. Así como en el caso 
del DNA del fago λ se observaron dos bandas marcadas que corresponden a las 
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bandas que contienen los extremos cohesivos, en el DNA del fago EJ-1 no se obser-
vó ninguna. El DNA del fago EJ-1 fue digerido con diferentes enzimas de restricción y 
sus patrones de bandas fueron estudiados a la búsqueda de fragmentos submolares 
que pudieran corresponder con los extremos en el caso de que el fago EJ-1 se trata-
se de un fago con extremos cohesivos. Los resultados obtenidos no permitieron llegar 
a ninguna conclusión clara. Con el objetivo de conocer si el genoma del DNA del fago 
EJ-1 se encuentra circularmente permutado, el DNA fágico se trató con la enzima 
Bal31 que degrada el DNA monocatenario tanto en el extremo 5´ como en 3´. En el 
caso del DNA del fago λ utilizado como control, sólo se apreció la desaparición de las 
dos bandas correspondientes a los extremos cohesivos mientras que en el DNA de 
EJ-1 se reducían todas las bandas de manera simultánea (no mostrado). Tomados 
conjuntamente, los experimentos permiten afirmar que el DNA del fago EJ-1 se en-
cuentra circularmente permutado. Los resultados obtenidos parecen indicar asimismo 
que el genoma de EJ-1 no presenta extremos cohesivos pero no permiten asegurar si 
se trata de una fago con empaquetamiento tipo pac o si el corte del DNA concatemé-
rico es independiente de secuencia. Resultados similares a los obtenidos con EJ-1 
han sido observados previamente con otros bacteriófagos como A118 de L. monocy-
togenes (Loessner et al., 2000) o el colifago 933W (Plunkett III et al., 1999).  
 
2.5. Identificación de algunas proteínas estructurales mediante la secuenciación 
de su extremo N-terminal 
Viriones del fago EJ-1 fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS al 10%. Se observaron numerosas bandas pero sólo cuatro de ellas se encon-
traban en cantidad suficiente para poder determinar la secuencia de su extremo N-
terminal (Fig. 10A). El análisis de las cuatro proteínas permitió identificarlas como co-
rrespondientes a los productos de los genes orf47, orf53, orf54 y orf65. Todos ellas 
carecían de la metionina inicial como cabía esperar sobre la base de estudios previos 
(Ben-Bassat et al., 1987) El producto génico codificado por orf47 presenta semejanza 
con la proteína de la cápsida de algunos fagos (Tabla 17) y, por la intensidad de la 
banda que se observa en los geles, podría tratarse de la proteína mayoritaria de la 
cabeza del fago EJ-1.  
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes y secuencia del 
extremo N-terminal de las proteínas estructurales de los fagos EJ-1 (A) y PBSX (B). Los productos génicos 
del fago PBSX fueron nombrados de acuerdo con Krogh y cols. (1996). XkdF* y XkdG* indican las formas 
procesadas de XkdF y XkdG. A la izquierda de cada gel se indica la masa molecular de los estándares (S). 
 
 
 
 
Para averiguar cuáles son las funciones de las proteínas codificadas por orf53, 
orf54 y, eventualmente, otros productos génicos del profago EJ-1, y puesto que estos 
orfs presentaban elevado grado de similitud con proteínas del fago defectivo PBSX, 
se estudiaron algunas de las proteínas de este fago. Se purificó PBSX y se le sometió 
a electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%. Se observaron numerosas 
bandas llevándose a cabo la secuenciación del extremo N-terminal de las mayorita-
rias (Fig. 10B). Las bandas obtenidas fueron comparadas con las de proteínas del fa-
go PBSX cuyas funciones habían sido propuestas en trabajos anteriores en los que 
se habían comparado, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, los 
patrones de partículas completas con los de colas purificadas obtenidos (Thurm y Ga-
rro, 1975a) o preparaciones de vainas (Cremers et al., 1978; Steensma, 1981) o con 
los resultados de un estudio que utilizó mutantes del fago PBSX afectados en el en-
samblaje de la cola o de la cabeza combinados con microscopía electrónica (Thurm y 
Garro, 1975b). Las seis bandas principales fueron asignadas a su gen correspondien-
te (Fig. 10B). Se pudo comprobar que el producto génico de xkdG (34614 Da) sufre 
un procesamiento proteolítico y la subsiguiente pérdida de sus 9 aa iniciales dando 
como resultado una proteína de menor tamaño molecular, XkdG*, de 33445 Da. Un 
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comportamiento similar con el procesamiento de una proteína de 36 kDa a otra forma 
de 35 kDa había sido observado previamente para la proteína mayoritaria de la cáp-
sida de este fago (Mauël y Karamata, 1984).Estos resultados están de acuerdo con la 
afirmación de que xkdG es el gen que codifica la proteína principal de la cápsida del 
fago PBSX. Del mismo modo, la forma madura de XkdF (XkdF*), que tiene sólo 65 
aa, es el producto de la eliminación de los 210 aa situados en el extremo N-terminal 
de XkdF y podrían corresponder a una proteína minoritaria de la cápsida (X7) estu-
diada previamente (Thurm y Garro, 1975a,b). Se desconoce si la proteasa que proce-
sa XkdF y XkdG es la misma, pero es interesante destacar que la secuencia de aa 
flanqueante al sitio de corte es similar en ambas proteínas (LKRLERIEK↓ en XkdF y 
MRNQEIIRK↓ en XkdG). También se desconoce si la proteasa responsable del pro-
cesamiento está codificada por el fago o si, por el contrario, se trata de una enzima 
bacteriana. Otras proteínas de PBSX estudiadas en esta Tesis (XkdK, XkdM, XkdT y 
XkdV) no experimentan procesamiento alguno. Según las posiciones de estas proteí-
nas en los geles y otros estudios realizados anteriormente (ver más arriba), los pro-
ductos génicos XkdK y XkdM corresponderían, respectivamente, a la vaina y a la pro-
teína principal de la cola mientras que XkdT y XkdV serían la proteína minoritaria de 
la cola y sus fibras, respectivamente. Por lo tanto, y de acuerdo con las similitudes 
que presentan los genes del fago PBSX con los del fago EJ-1 los productos de los 
genes orf53, orf54, orf61 y orf64 corresponderían a la vaina, la proteína formadora de 
la cola (core), una proteína minoritaria de la cola y la subunidad formadora de las fi-
bras de la cola, respectivamente. 
 
3. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LAS CEPAS B6 Y HER DE S. MITIS 
Durante la secuenciación del genoma del fago EJ-1 fuimos informados de la existen-
cia de otras cepas de S. mitis que, aparentemente, eran lisógenas de fagos de la fa-
milia Myoviridae. Las cepas B6 (Hakenbeck et al., 1998; Hakenbeck et al., 2001) y 
Hu-o8 (Hakenbeck et al., 2001; Reichmann et al., 1997) nos fueron proporcionadas 
amablemente por el Dr. B. Henrich (Universidad de Kaiserslautern, Alemania). Pre-
viamente, la cepa Hu-o8 había sido depositada en el Centro de Referencia de Virus 
Bacterianos “Félix D´Hérelle” por el Dr. Henrich bajo el nombre de HER 1055. Me-
diante secuenciación parcial de los genes 16S rdna, galU, sodA y MLST de seis de 
los genes housekeeping pudimos confirmar que las cepas Hu-o8 y HER 1055 (que, 
en adelante se nombrará únicamente como HER) correspondían al mismo aislado 
(datos no mostrados). De la misma manera se comprobó que las cepas B6 y HER 
eran diferentes. 
Antes de estudiar en detalle los fagos atemperados que pudieran portar se llevó a 
cabo la caracterización molecular de ambas cepas tal como se procedió con la cepa 
101/87. En primer lugar se realizó la tipificación MLST de las cepas B6 y HER de S. 
mitis y los patrones alélicos de ambas cepas resultaron ser diferentes a los ya exis-
tentes en las bases de datos. Por otra parte, las secuencias del 16S rRNA de las ce-
pas B6 y HER, como era predecible, presentaron una similitud de más de un 99% con 
estirpes conocidas de S. pneumoniae, S. mitis y S. oralis.  
Tras la amplificación y secuenciación parcial del gen sodA de las cepas B6 y HER 
se estudiaron las posiciones significativas para la identificación de aislados del grupo 
mitis (Tabla 18). La cepa HER presenta una secuencia típica de una cepa de S. mitis 
al igual que la cepa B6 con la excepción de que, en esta estirpe, la base que ocupa la 
posición 31 (T) es la que se encuentra presente en los aislados de S. pneumoniae.  
 
 
 
 
Tabla 18. Bases presentes en las posiciones del gen sodA que resultan críticas para la diferenciación entre 
cepas de S. pneumoniae y S. mitis (Kawamura et al., 1999)  
 
Posición Especie 
31 33 132 174 288 
S. pneumoniae T A C C T 
S. mitis C T/A (18/2) T/C (16/4) T A/C (12/8) 
Cepa B6 T A T T C 
Cepa HER C T T T C 
 
 
 
El gen galU de las cepas B6 y HER fue amplificado y secuenciado y el filograma 
resultante, basado en las secuencias de los genes galU recogidos en las bases de 
datos, agrupó a las cepas B6 y HER en el mismo clúster donde se encuentra la cepa 
tipo de S. mitis, próximas a la cepa 101/87 previamente caracterizada y claramente 
diferenciadas de las cepas tipo de S. pneumoniae  y S. oralis (Fig. 5). Se realizaron 
experimentos de hibridación de Southern para la detección de los genes ply y ant en 
las cepas B6 y HER. El ply no se encuentra presente en ninguna de las dos cepas de 
S. mitis estudiadas mientras que el gen ant, que también se encuentra ausente en la 
cepa HER, sí que se detecta en el genoma de B6 (datos no mostrados).  
Se realizaron experimentos de hibridación de Southern con DNA de las cepas B6 y 
HER utilizando como sonda el alelo lytAR6 marcado con digoxigenina. Hakenbeck y 
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cols. (2001) habían observado que la cepa HER de S. mitis hibridaba ligeramente con 
el gen lytA pero no encontraron banda de hibridación alguna en el caso de B6. Los 
resultados de los experimentos de hibridación presentados en la Fig. 11 demuestran 
que ambas cepas poseen genes tipo lytA. Se utilizó el DNA de tres cepas como con-
trol, R6, M31 (∆lytA) y 101. La cepa R6 presenta una banda de hibridación de 1.2 kb 
que corresponde al alelo lytAR6 mientras que la cepa 101 presenta dos bandas de 1.7 
y 9.4 kb que se identifican, respectivamente, con los genes, ejl y lytA101 (Díaz et al., 
1992a,b). Obviamente, la cepa M31 no presenta ninguna banda de hibridación ya que 
presenta una deleción completa del gen lytA (Sánchez-Puelles et al., 1986). En el ca-
so de las cepas objeto de estudio se observó una única banda de hibridación en B6 
pero en el genoma de la cepa HER se distinguen dos bandas con diferentes intensi-
dades de marcaje que podrían corresponder bien a una digestión parcial del gen lytA 
de esta cepa o a la existencia de dos genes lytA diferentes, como sucede en la cepa 
lisógena 101 .  
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Figura 11. Experimentos de hibridación de Southern utilizando DNA cromosómico de las cepas B6 y HER 
de S. mitis. El DNA de las cepas indicadas fue digerido con HindIII e hibridado con lytAR6. El DNA de las 
cepas R6, M31 (∆lytA) y 101 fue utilizado como control. El DNA del fago λ marcado con digoxigenina y di-
gerido con HindIII (S) fue utilizado como patrón. Los tamaños están indicado en kb. 
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Finalmente y para determinar de manera concluyente la identidad de estas cepas, 
se realizaron experimentos de hibridación DNA-DNA que confirmaron que tanto B6 
como HER son estirpes pertenecientes a la especie S. mitis (Tabla 19).  
 
 
 
Tabla 19. Porcentaje de hibridación obtenido entre los genomas de las cepas B6 y HER  y las cepas tipo 
de S. pneumoniae y S. mitis 
 
                                 DNA marcado 
S. mitis S. pneumoniae DNA fijado 
E1a E2 E1 E2 
DNA B6 71.1 66.7 56.6 53.3 
DNA HER 87.1 77.1 61.4 59.4 
a E1 y E2 indican los resultados de dos experimentos independientes. 
 
 
 
 
4. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE DOS NUEVOS FAGOS DE S. MITIS: φB6 Y φHER 
Se indujeron cultivos de las cepas B6 y HER con mitomicina C y, en ambos casos, los 
cultivos se lisaron como consecuencia, presumiblemente, de la inducción de sendos 
bacteriófagos atemperados. Tras la purificación de los mismos se pudieron observar 
al microscopio electrónico las partículas fágicas que aparecen en la Fig. 12. El fago 
aislado de la cepa B6, φB6, presenta la morfología típica de un bacteriófago de la fa-
milia Myoviridae con cabeza poliédrica y cola larga y contráctil, mientras que el purifi-
cado de la cepa HER, φHER, corresponde a un miembro de la familia Siphoviridae.  
 
4.1. Caracterización y estudio del DNA y las proteínas estructurales de los fagos 
φB6 y φHER 
Una vez purificadas las partículas fágicas de ambos fagos se realizó un estudio de-
tallado tanto de su DNA como de las proteínas estructurales. En primer lugar se reali-
zaron electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS para estudiar las proteínas de 
ambos viriones que fueron comparadas con las del fago EJ-1. La Fig. 13A presenta 
los resultados obtenidos en este experimento. Las proteínas estructurales del fago 
φB6 presentan un gran parecido con las de EJ-1; sin embargo, son diferentes de las 
que se observan en el fago φHER. El gel que aparece en la Fig. 13 A está sobrecar-
gado para permitir la observación de las proteínas menos abundantes. Se realizó un 
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análisis mediante Western blot utilizando un antisuero obtenido frente a las proteínas 
de φEJ-1 para comprobar si las proteínas de φB6 y φHER poseían alguna relación in-
munológica con las de aquel fago. Sólo en el caso de la banda de 36 kDa del fago 
φB6 se detectó una leve reacción con el antisuero (datos no mostrados). Se realizó la 
secuenciación del extremo N-terminal de las principales proteínas del φB6 pero no se 
encontraron parecidos con ninguna de las del fago EJ-1 ni tampoco con las incluidas 
en las bases de datos (datos no mostrados).  
 
 
BA
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Micrografías electrónicas de las partículas fágicas purificadas de cultivos de las cepas B6 (A) y 
HER (B) de S. mitis inducidos con mitomicina C. La barra representa 100 nm. 
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Figura 13. Caracterización de los fagos φB6 y φHER y de sus DNAs. (A) Proteínas estructurales separadas 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (15%). La masa molecular (en kDa) de los patrones 
(S) está indicada a la izquierda. (B) PFGE del DNA de los fagos tratados con proteinasa K. Se cargaron 
dos cantidades diferentes de DNA en el mismo gel. En el carril S2+EJ-1, el DNA del fago EJ-1 (flecha blan-
ca) fue sometida a PFGE junto con una mezcla de DNAs (S2) que consistía en DNA del fago λ digerido con 
HindIII (estrellas blancas) o BstEII. El tamaño de las bandas (en kb) está indicado a la derecha. S1, DNA de 
la cepa R6 de S. pneumoniae digerido con SmaI. (C) Electroforesis en gel de agarosa (0.7%) de los DNAs 
fágicos digeridos con HindIII. El patrón de tamaños (S) es DNA del fago λ digerido con BstEII.  
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En segundo lugar, se estudiaron los DNAs de los dos nuevos fagos de S. mitis. Pa-
ra conocer el tamaño de los genomas de los fagos φB6 y φHER, sus DNAs fueron tra-
tados con proteinasa K y sometidos a PFGE (Fig. 13B). El DNA de menor tamaño, 
aproximadamente 32 kb, corresponde al genoma de φHER. El genoma de φB6 pre-
senta un tamaño de aproximadamente 40 kb, un valor intermedio entre el de EJ-1 
(42.9 kb) y el de φHER. Para confirmar que se trataba de fagos diferentes, sus DNAs 
fueron digeridos con la enzima HindIII y sometidos a electroforesis. Los patrones de 
bandas se muestran en la Fig. 13C. Todos los resultados obtenidos tras el estudio de 
las proteínas estructurales y los DNAs confirmaron que, en efecto, se trata de dos 
nuevos bacteriófagos de S. mitis. A continuación, y de la misma manera que se había 
hecho con los DNAs cromosómicos, se realizó un experimento de hibridación de 
Southern utilizando los DNAs de los fagos φB6 y φHER y el gen lytA como sonda. Se 
observó una única banda de hibridación en cada uno de los fagos que, como sucede 
en el caso del fago EJ-1 utilizado como control, debe corresponder con un gen lítico 
tipo lytA (Fig. 14). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Experimentos de hibridación de Southern utilizando DNA de los fagos φB6 y φHER de S. mitis. 
El DNA de los fagos fue digerido con HindIII e hibridado con el gen lytA marcado con digoxigenina. El DNA 
del fago EJ-1 digerido con HindIII fue utilizado como control. El DNA del fago λ marcado con digoxigenina y 
digerido con HindIII (S) es utilizado como patrón. Los tamaños de los fragmentos están indicado en kiloba-
ses.  
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5. ENZIMAS LÍTICAS DE LOS NUEVOS FAGOS 
5.1. Clonación y secuenciación de los genes de tipo lytA de φB6 y φHER  
Los genes tipo lytA de los fagos φB6 y φHER, en adelante lytAB6 y lytAHER, fueron am-
plificados mediante PCR utilizando oligonucleótidos con secuencias basadas en los 
alelos lytA incluidos en la base de datos del EMBL (Ver Materiales y Métodos). En 
primer lugar, se amplificó en ambas cepas un fragmento interno de aproximadamente 
270 bp con la pareja de oligonucleótidos Fag1 y Fag2. La determinación de la se-
cuencia de estos productos permitió el diseño de nuevos oligonucleótidos con los 
que, por medio de nuevas reacciones de PCR y utilizando como molde el DNA del fa-
go maduro, se obtuvo la secuencia completa de lytAB6 y lytAHER así como de las re-
giones flanqueantes de ambos genes (Fig. 15). Los genes lytAB6 y lytAHER tienen una 
tamaño idéntico (957 nt incluyendo el codón de terminación) y presentan un 87% de 
identidad en su secuencia nucleotídica. Por tato, sus productos génicos tienen 318 aa 
y carecen de la deleción de 2 aa característica de los alelos atípicos de la enzima Ly-
tA (Obregón et al., 2002). Las masas moleculares predichas son de 36782 Da para 
LytAB6 y de 36919 Da para LytAHER. Con estos datos, hay que resaltar que las cepas 
B6 y HER son los únicos casos descritos de aislados de la especie S. mitis que por-
tan genes lytA típicos codificados, eso sí, por los genomas de fagos atemperados. 
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Figura 15. Representación esquemática de los genes lytA de los fagos φB6 y φHER. Las flechas represen-
tan los genes e indican el sentido de las transcripción. Asimismo, se indican los porcentajes de identidad 
entre las diferentes regiones así como las posiciones de los nucleótidos en ambas secuencias. El gen dele-
cionado de la posible holina de φHER está representado como una flecha negra fina. Los genes cuya se-
cuencia no ha sido completada se representan como fechas interrumpidas. 
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En la secuencia del fago φB6 y en posición 5´ con respecto a lytAB6 se encuentra un 
gen (hol) que codifica una posible holina de 111 aa. Este gen presenta una identidad 
del 85% con respecto al anotado como codificante de la holina del fago MM-1 
(Obregón et al., 2003). En el caso del fago φHER también existe un gen que codifica 
una posible holina pero presenta una deleción interna de 169 bp (Fig. 15).  Las holi-
nas se clasifican en dos grupos dependiendo del número de dominios transmembrana 
que presenten. Los miembros de la Clase I tienen tres dominios transmembranales 
mientras que los de la Clase II sólo tienen dos (Wang et al., 2000). En la secuencia de 
la posible holina codificada por φB6 se predice un único dominio transmembrana (de 
Phe7 a Val24). Esta región, además, podría contener una señal de corte con un posible 
lugar de procesamiento entre Ala26 y Val27, como se puede predecir mediante análisis 
bioinformáticos (datos no mostrados). Características similares a éstas han sido des-
critas recientemente para la proteína RI, la antiholina del bacteriófago T4 
(Ramanculov y Young, 2001). Por lo tanto, el gen hol de φB6 podría codificar una an-
tiholina en lugar de una holina. Situado en posición 5´ del gen hol del fago B6, se en-
cuentra un marco de lectura abierto (orf1) que codifica una proteína de función des-
conocida. En la secuencia del genoma de φHER y en posición 3´ de lytAHER se en-
cuentra un gen que codifica una posible integrasa (int) mientras que en una posición 
equivalente en el DNA de φB6 aparece un gen (orf2) que codifica una posible trans-
posasa con un dominio DDE (Pfam01609). 
 
5.2. Consideraciones evolutivas sobre las enzimas de tipo LytA 
Los genes lytAB6 y lytAHER codifican enzimas de tipo LytA típicas ya que, como se ha 
comentado anteriormente, no presentan la deleción de 6 pb característica de los ais-
lados atípicos (Obregón et al., 2002). Se realizó un análisis bioinformático utilizando 
los alelos lytA disponibles en las bases de datos (último acceso 2 de diciembre de 
2003). En el momento en el que se realizó este análisis existían 40 alelos lytA con 
una secuencia de, al menos, 900 bp, de los que 34 procedían de bacterias (17 alelos 
típicos) y 6 tenían su origen en bacteriófagos (incluyendo lytAB6 y lytAHER). Se realiza-
ron alineamientos múltiples, se calcularon las distancias evolutivas (PED) entre todos 
los alelos (Fig. 16A) y se construyó un árbol filogenético (Fig. 16B). Teniendo en 
cuenta que los genes fágicos evolucionan más rápidamente que sus homólogos bac-
terianos, no resulta sorprendente descubrir que los alelos fágicos son los más diver-
gentes comparados tanto con los alelos típicos (PED ≥ 14%) como con los atípicos 
(PED ≥ 20%). En concreto, lytAB6 y lytAHER divergen en más de un 15% incluso cuan-
do las comparaciones se realizaron exclusivamente entre alelos fágicos. Por el con-
trario, los genes líticos de los fagos HB-3, VO1 y MM1 son bastante similares entre 
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ellos (PED ≤ 3%). En el árbol filogenético representado en la Fig. 16B, los alelos fági-
cos parecen agruparse en tres clados independientes: HB-3, VO1 y MM1; φB6 y 
φHER; y EJ-1. Los genes líticos bacterianos, por su parte, se organizan en dos clados 
independientes en los que se agrupan por separado los alelos lyA típicos de los atípi-
cos. Observando el filograma se puede predecir que la deleción de 6 pb característica 
de los alelos lytA atípicos tuvo lugar antes de la separación entre la lisina del fago EJ-
1 y las de los aislados atípicos y que, con posterioridad, el alelo fágico ha evoluciona-
do hasta un gen bastante divergente respecto de estos últimos. 
El alineamiento de las secuencias ha revelado nuevas características de los alelos 
lytA. Se apreció, en primer lugar, que los alelos procedentes de bacteriófagos se dife-
rencian fundamentalmente de los genes lytA bacterianos en el extremo 5´ (Fig. 17A). 
Casi el 50 % de los nucleótidos localizados entre las posiciones 1 y 66 de los genes 
fágicos son diferentes a los que se encuentran en esa misma posición en los alelos 
bacterianos. Esta características ya había sido previamente señalada en el caso del 
gen hbl que codifica la enzima lítica del fago HB-3 (Romero et al., 1990). En un estu-
dio sobre la variación alélica del gen lytA en el que se compararon los alelos de 62 
aislados clínicos de S. pneumoniae se identificaron tres regiones polimórficas locali-
zadas entre las posiciones 441 − 465, 689 − 699 y 747 − 758 del gen (Whatmore y 
Dowson, 1999). Se sugirió que la variación genética del gen lytA no está distribuida 
aleatoriamente sino que se localiza en estas regiones polimórficas sugiriendo la exis-
tencia de fenomenos de recombinación genética entre genes bacterianos y fágicos. 
La comparación de la secuencia del gen lytA de varias cepas clínicas con la de las li-
sinas de los fagos HB-3 y EJ-1 mostró que la secuencia de las cepas de neumococo 
entre las posiciones 441 y 462 en el caso de la cepa CL18 era similar a la de la ejl y 
en la cepa VA1 (entre las posiciones 753 y 758) a la de hbl (Whatmore y Dowson, 
1999). El estudio del alelo lytAHER confirmó y amplió estas observaciones ya que la 
secuencia localizada entre las posiciones 441 y 465 es idéntica a la que aparece en 
seis alelos lytA bacterianos típicos (nº acceso M13812, AE007483, AF45844, 
AJ243401, AJ243403 y AJ243405). Además de la deleción de 6 pb comentada ante-
riormente, todos los alelos atípicos lytA presentan sustituciones nucleotídicas caracte-
rísticas (111 posiciones) que son diferentes a las observadas en los alelos típicos 
(Fig.17B). En 85 de estas posiciones, la mayoría de los genes de amidasas de los fa-
gos HB-3, VO1 y MM1 corresponden a la secuencia presente en los alelos típicos 
mientras que, en los alelos lytAB6 y lytAHER, sólo el 53% de las 111 posiciones coinci-
den con los nucleótidos característicos de los alelos típicos (Fig. 17B). 
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Figura 16. Distancias evolutivas y árbol filogenético de los alelos lytA fágicos y bacterianos. A: Los alelos 
lytA fueron alineados y se calcularon las PEDs utilizando la corrección de Kimura (1980). En el panel de la 
izquierda los círculos negros y blancos representan las PEDs entre los alelos atípicos y entre éstos y los 
alelos típicos, respectivamente. Los triángulos representan las PEDs entre los alelos atípicos y los fágicos. 
En el panel central los círculos blancos representan las PEDs entre los alelos típicos y los triángulos repre-
sentan la comparación entre éstos y los fágicos. En el panel de la derecha están representadas las PEDs 
entre los alelos tipo lytA de origen fágico.     , (hbl, lytAVO1, o mml);     , lytAB6;     , lytAHER;    , ejl. B: El filo-
grama representa las relaciones evolutivas que existen entre los alelos lytA. Las caja blanca y gris repre-
sentan, respectivamente, los alelos típicos y atípicos identificados mediante su número de acceso. La fle-
cha indica el momento en el que sucedió la deleción de 6 bp característica de los alelos atípicos, incluido 
ejl. La escala representa el número de sustituciones de nucleótidos por posición. 
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A 
 
Codón                   11 11  111 1112 2 2 
            2345  6 789 01 34  567 8 90 1 2 
Posición    3311232321133233123331313323133 
Alelo 
M13812      ATAGTGGTATAAAATTCAACCGGCAAATAGA 
S43511      ::G:::::::::::::::::::::::::::: 
AJ419975    ::G::::::::::::::::T:::::::C::: 
AJ419981    ::G::A::::::::::::::::::::::::: 
AJ419983    ::G::::::::::T::::::::::::::::: 
HB-3        TCGAGAACGCCT:GCC::GTG:::GT::CA: 
VO1         TCGAGAACGCCT:GCA::GTG:::GT::CA: 
MM1         TCGAGAACGCCT:GCA::GTG:::GT::CA: 
EJ-1        TCGACA:CGCCCG:C::::AA::::T:::A: 
B6          T:GACA::GCCTG:CGATTTGTTGGTTCCTG 
HER         T:GACA::GCCTG:CGATTTGTTGGTTCCTG 
 
B 
                                                           1 1111 1111111111 
Codón       22222223 33333344 444455555 556 6688  8  9 9 990 0011 2223333344 
            34678012 46890123 467901235 780 1 02  5  3 4 890 2468 6890124746 
Posición    3333332133333333231333333313331313312312312133123333132333333313 
Alelo 
Típico      ACCATTCCTCGAGTTCGGCCAATTCGATGCTCACTACCGCGTCATCACGCTATGGTATAGGGCC 
Atípico     CTTCACGACGAGTCCTACATTGCCTTGATTCTGTAGGTCAAGATGTCTTTCTAAAATCGAACAT 
HB-3        ATCAACGACCGAGTTCGGCCAATTCGGTGCCCACTACCGCGTCATTACTTCATGAATCGGACCC 
VO1         ATCAACGACCGAGTTCGGCCAATTCGGTGCCCACTACTGCGTCATTACTTCATGAATCGGACCC 
MM1         ATCAACGACCAAGTTCGGCCAATTCGGTGCCCACTAGTGCGTCATTACTTCATGAATCGGACCC 
EJ-1        ACCATCGACTAGGTTCGGACTTGCTTGGATCAGTTACCGCATCATCAAACCACAAATCAAACAC 
B6          TCCAACGACCGGGCCCACACTTGCTTGTGTCTGCTACTGCATCATCAAACTATGAATCGGAACC 
HER         TCTTACGATGAAACTTACACTTGCTTGGATCAGTTACCGCATCATCAAACCACAAATCAGAGAC 
 
 
            111111111 11122222222 22 22 22222 2  2222 233 3 
Codón       566777888 89900125677 77 77 77788 8  8999 900 0 
            869679025 72745118601 23 45 67945 7  8357 801 7 
Posición    33313313123333312333133121133231131233331233133 
Alelo 
Típico      CTGACGACTACCCCTAGGCCTACGCAGACCAACGGCGCCCCCCACGC 
Atípico     TGAGAACTACTTTTCGAAGTCTTAGCATGATGAAAATTTTGATGAAT 
HB-3        CAAACGACTACCTTCGAGCCTACGCAGACCAACGGCGCCCCCCACGC 
VO1         CAAACGACTACCTTCGAGCCTACGCAGACCAACGGCGCCCCCCACGC 
MM1         CAAACGACTACCTTCGAGCCTACGCAGACCAACGGCGCCCCCCCAGC 
EJ-1        CGAGCGATACCCTACGAGCCCACAGAGCTAAAAAGGTACTCCCAAGC 
B6          CAGACGATTACATCTGAGTTCTCCGCATCAAGCGGCCTCCCCCAAGC 
HER         CAGACGACTACACCTGAGCCCACGGAGACCAACGGCCCCCCCCAAGT 
 
Figura 17. Diferencias en las secuencias de los alelos lytA fágicos comparados con los bacterianos. Las 
posiciones 1, 2 y 3 indican el primer, segundo y tercer nucleótido, respectivamente, en cada codón. La nu-
meración de los codones corresponden a la publicada previamente (García et al., 1986). A: Diferencias en 
la secuencia en el extremo 5´ (posiciones 1 a 66) de un alelo típico (lytAR6: M13812), 4 atípicos (S43511, 
AJ419975, AJ419981 y AJ419983) y los alelos fágicos (hbl, lytAVO1, mml, ejl, lytAB6 y lytAHER). Las columnas 
muestran sólamente las posiciones en las que existe alguna diferencias de nucleótidos con respecto al ale-
lo típico lytAR6. Cuando la secuencia coincide con la de lytAR6 ello se señala con dos puntos. Los sombrea-
dos gris y negro indican diferentes nucleótidos de los alelos analizados. B: Posiciones en las que los alelos 
típicos y atípicos difieren y comparación con los alelos fágicos. El sombreado negro o gris indica nucleóti-
dos idénticos a las secuencias de los alelos típicos o atípicos, respectivamente. 
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5.3. Caracterización bioquímica de las enzimas LytAB6 y LytAHER  
Los genes lytAB6  y lytAHER fueron clonados e hiperexpresados en E. coli utilizando el 
vector pIN-III-A3 (Inouye e Inouye, 1985) y las proteínas LytAB6 y LytAHER fueron puri-
ficadas a homogeneidad electroforética (Fig. 18). 
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Figura 18. Análisis de las enzimas líticas de los fagos φB6 y φHER de S. mitis. Las amidasas LytAR6 (Spn), 
LytAB6 (φB6) y LytAHER (φHER)  fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 
(10 %) solas o combinadas entre sí. La masa molecular de los patrones (S), está indicada en kilodalton a la 
izquierda. 
 
 
 
 
Mediante la secuenciación del extremo N-terminal de ambas proteínas 
(MDIDTSRLRT) se comprobó la identidad de los productos génicos ya predichos a 
partir de la secuencia nucleotídica. Se comprobó la actividad de las enzimas LytAB6 y 
LytAHER y se observó que, al igual que LytAR6, el producto primario de la traducción de 
ambos genes corresponde a formas moleculares de baja actividad específica (formas 
E) que se convierten en las formas plenamente activas (formas C) tras sufrir una in-
cubación breve en presencia de colina y a bajas temperaturas; experimentan, por tan-
to, un proceso de conversión (Tomasz y Westphal, 1971). Para comprobar qué tipo 
de actividad presentaban las enzimas LytAB6 y LytAHER se analizaron los productos de 
degradación de las paredes de neumococo tratadas con ambas enzimas mediante fil-
tración en Sephadex G-75, según ha sido detallado en Materiales y Métodos. Los re-
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sultados obtenidos indicaron que ambas enzimas tienen una actividad N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa (no mostrado). A pesar de que las proteínas LytAB6 
y LytAHER pueden diferenciarse de LytAR6 (36544 Da) mediante electroforesis en geles 
de poliacrilamida-SDS (Fig. 18), experimentos de doble inmunodifusión utilizando un 
suero anti-LytAR6 revelaron la existencia de identidad inmunológica entre LytAR6 y las 
dos enzimas fágicas (datos no mostrados).  
Las características bioquímicas más importantes de LytAB6 y LytAHER están resumi-
das en la Tabla 20. A pesar del parecido inmunológico, las amidasas fágicas presen-
tan importantes diferencias bioquímicas respecto de LytAR6.. Un claro ejemplo es el 
pH óptimo ya que en el caso de las amidasa fágicas (pH 5.5) se encuentra una uni-
dad por debajo del de LytAR6 (pH 6.5) (Tabla 20). Una característica inesperada que 
se ha observado en estas enzimas es la inhibición que sufren en presencia de Doc. 
En un estudio previo sobre peculiaridades moleculares de enzimas tipo LytA aisladas 
de neumococos atípicos (Obregón et al., 2002) se demostró que la deleción de 6 pb 
característica de estas proteínas era condición necesaria para que tuviera lugar el 
efecto inhibidor del Doc. Las enzimas LytAB6 y LytAHER carecen de esta deleción y, por 
lo tanto, la inhibición de su actividad en presencia del detergente estaría causada por 
otro u otros cambios de aminoácidos a lo largo de la molécula.  
Las amidasas fágicas poseen una actividad específica ligeramente inferior a la de 
LytAR6 cuando se ensayaron sobre paredes de neumococo (Tabla 20). Ello podría ser 
debido a diferencias entre las paredes celulares homólogas (S. mitis) y las heterólo-
gas (S. pneumoniae) para estas enzimas. De hecho, la pared celular de S. mitis con-
tiene un polisacárido C que, al igual que el de neumococo, contiene colina y que, des-
de el punto de vista bioquímico es idéntico al de S. pneumoniae pero, además, pre-
senta un polímero tipo ácido teicoico adicional que no existe en neumococo (Bergs-
tröm et al., 2000). Para comprobar si las enzimas LytAB6 y LytAHER eran activas frente 
al peptidoglicano de la correspondiente cepa lisógena se realizó un experimento que 
consistió en poner de manifiesto la actividad lítica de la enzima mediante la adición, a 
distintos tiempos, de Doc (1% final) a un cultivo previamente inducido con mitomicina 
C. Es importante señalar que, en ausencia de inducción con mitomicina C, tanto la 
cepa B6 como HER son naturalmente resistentes a la lisis por Doc. La adición de Doc 
va a desorganizar la membrana celular y permitir, por tanto, el acceso de la enzima 
lítica a la pared celular. La lisis fue clara en ambas cultivos inducidos y tanto más pro-
nunciada cuanto mayor fue el tiempo transcurrido desde la inducción del cultivo con 
mitomicina C hasta la adición del Doc hasta resultar casi instantánea unos 120 min 
después de la adición del inductor (datos no mostrados). 
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Tabla 20.  Comparación de algunas propiedades bioquímicas de las enzimas líticas de los fagos φB6 y 
φHER de S. mitis con la amidasa de S. pneumoniae 
 
Actividad (%) tras  
el tratamiento conb 
 
Concn. colina inhibitoria del 
50% de la actividad (mM)c 
 
 
 
 
Enzima 
 
Act. esp. 
(U × 10–5/ 
mg de pro-
teína) (%)a 1% Doc 1% Triton X-100 E (sin conver-
tir)d 
C (enzima 
pura) 
 
 
pH óptimo 
para 
actividad 
LytAR6 13.0 (100) 100 120 5 20 6.5 
LytAB6 4.4 (33.8) 2 32 2 20 5.5 
LytAHER 4.6 (35.4) 3 33 0.4 10 5.5 
LytAR6Te 6.6 (51) 30 90 3 20 6.5 
a Los valores de actividad son la media de, al menos, tres determinaciones independientes utilizando pare-
des de neumococo como sustrato. Cada enzima fue ensayada a su pH óptimo (6.9 en tampón fosfato 
sódico 20 mM para LytAR6 y 5.5 en tampón acetato sódico 0.1 M en el caso de LytAB6 y LytAHER). 
b Todos los porcentajes fueron calculados con respecto al valor de la enzima LytAR6.no tratada. 
c Para el caso de LytAR6 las formas no convertida (E) y convertida (C) corresponden a extractos crudos de 
la enzima y a la proteína purificada, respectivamente, mientras que en el caso de las enzimas fágicas 
estos mismos términos se refieren, respectivamente, a las enzimas dializadas, o dializadas y posterior-
mente convertidas.  
d Los datos de LytAR6 pertenecen a una publicación anterior (Briese y Hakenbeck, 1985). 
e LytAR6T es LytAR6 donde Val317 ha sido sustituida por Thr. 
 
 
 
El método de purificación utilizado para la obtención de LytAR6 y otras enzimas que 
pertenecen a la familia de las ChBPs consiste en una cromatografía de afinidad en 
DEAE-celulosa (Sanz et al., 1988) u otra resina cromatográfica equivalente y la poste-
rior elución de la proteína en un tampón que contiene 2% de cloruro de colina. La pro-
teína LytAR6 así purificada se encuentra en forma C debido a que ha sufrido la con-
versión tras haber estado en contacto con la colina del tampón de elución (y con el 
dietilaminoetanol de la matriz cromatográfica). Es importante señalar que el proceso 
de conversión es irreversible para todas las amidasas bacterianas tanto típicas como 
atípicas y, sólo en el caso de la lisina fágica Ejl, la forma C de la enzima puede ser 
reconvertida a la forma E mediante diálisis (Díaz et al., 1992b). La enzima Ejl dializa-
da se encuentra, en su mayoría, en forma monomérica (Sáiz et al., 2002). Mediante 
experimentos de ultracentrifugación analítica (Usobiaga et al., 1996) y estudios crista-
lográficos (Fernández-Tornero et al., 2002) se ha determinado que la proteína LytAR6 
convertida se encuentra en forma dimérica. El dímero se encuentra estabilizado gra-
cias a las interacciones hidrofóbicas que tienen lugar entre las repeticiones ChBR6 y 
ChBR7 de ambos monómeros (Fernández-Tornero et al., 2001; Fernández-Tornero et 
al., 2002). Las enzimas LytAB6 y LytAHER fueron ensayadas en las condiciones están-
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dar descritas en Materiales y Métodos antes de ser dializadas y los valores de activi-
dad son los que vienen recogidos en la Tabla 20. Sin embargo, cuando las proteínas 
eran sometidas a una diálisis corta (3 h) frente a TP pH 6.9, ambas enzimas perdían 
entre un 70 y un 90% de su actividad. Esta pérdida de actividad era completamente 
reversible ya que cuando las enzimas dializadas eran incubadas en presencia de co-
lina y a 0°C volvían a recuperar sus niveles iniciales de actividad (datos no mostra-
dos). Las enzimas LytAB6 y LytAHER parecen, por tanto, presentar un comportamiento 
similar al de Ejl en cuanto a sus interacciones con la colina y diferente al de LytAR6. 
En experimentos adicionales, LytAB6 y LytAHER fueron dializadas y reconvertidas 
mediante incubación a 0°C con paredes de neumococo. A continuación, se añadieron 
cantidades crecientes de cloruro de colina y las muestras fueron incubadas inmedia-
tamente a 37°C. La concentración de colina que produjo una inhibición de la actividad 
enzimática del 50% varió aproximadamente de 10 mM para LytAHER a 20 mM para las 
otras amidasas (Tabla 20). Sin embargo, en el caso de las enzimas fágicas, incluso a 
concentraciones de 2% de cloruro de colina, alrededor del 20% de la actividad per-
manecía (Fig. 19). Por ora parte, cuando se incubaron a 0°C las enzimas dializadas 
simultáneamente con paredes y colina antes de pasar las mezclas a 37°C, LytAHER 
fue inhibida mucho más fuertemente que las otras amidasas (Tabla 20 y Fig. 19), su-
giriendo un anclaje menos eficiente de esta enzima a las paredes heterólogas. Se re-
querirán experimentos adicionales para determinar si este comportamiento responde 
a una característica propia de las lisinas fágicas o si es consecuencia de la existencia 
de diferencias químicas, estéricas o de ambos tipos entre las paredes de neumococo 
y S. mitis. 
Para conocer el estado de asociación de las enzimas LytAB6 y LytAHER después de 
la diálisis se realizaron experimentos de ultracentrifugación analítica. Las enzimas pu-
rificadas y dializadas fueron preparadas en tampón fosfato sódico 20 mM pH 6.9 con 
o sin cloruro de colina. Los resultados obtenidos están representados en la Fig. 20.  
Tanto LytAB6 como LytAHER se encuentran en forma monomérica después de la diáli-
sis y adquieren la conformación dímerica en presencia de 2% (144 mM) de cloruro de 
colina. Este proceso es reversible y no supone ninguna alteración en la actividad es-
pecífica de las enzimas. Para confirmar el cambio en el estado de asociación que su-
fren las amidasas fágicas LytAB6 y LytAHER se realizaron experimentos de RMN. Los 
resultados con ambas proteínas fueron idénticos por lo que sólo se presentan los ob-
tenidos con la proteína LytAB6 (Fig. 21). Se registraron espectros monodimensionales 
de protón de la proteína LytAB6 a temperatura ambiente en ausencia de colina y tras 
la adición de cantidades crecientes de este aminoalcohol hasta alcanzar una concen-
tración de 80 mM. LytAB6 sufre un cambio conformacional que coincidiría con el paso 
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de monómero a dímero identificado mediante equilibrio de sedimentación. Se observa 
un ensanchamiento de los picos que indica que la proteína experimenta un aumento 
de tamaño tras la adición de colina. Además, los residuos aromáticos de LytAB6 sufren 
una alteración notoria tras la adición de colina (picos entre 5.5 - 6.5 ppm). En ausen-
cia del aminoalcohol, se puede observar una elevada dispersión de señales en la re-
gión donde aparecen las resonancias de los protones de los aminoácidos aromáticos 
que es indicativa de la presencia de apilamiento entre los anillos aromáticos (Fig. 
21A) y cómo esta dispersión desaparece al añadir colina (Fig. 21B). Estos datos ex-
perimentales coinciden con el cambio en la estructura que sufre LytAR6 cuando se en-
cuentra en presencia de colina y en la que los aminoácidos hidrofóbicos y aromáticos 
juegan un papel fundamental (Fernández-Tornero et al., 2002). 
Como el paso de la forma E a la forma C de la enzima LytAR6 tiene lugar tras una 
breve incubación en presencia de colina y a 0°C (Tomasz y Westphal, 1971) se estu-
dió también mediante NMR si la incubación a bajas temperaturas causaba algún 
cambio detectable en el estado de la proteína. En este caso LytAB6 fue previamente 
incubada a 0°C en presencia de 80 mM de colina antes de adquirir el espectro de 
RMN. No se observaron diferencias en el espectro obtenido en estas condiciones o 
cuando se omitió la incubación a 0°C (datos no mostrados). 
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Figura 19. Efecto de la colina sobre la actividad amidásica. Las enzimas dializadas LytAB6 (cuadrados) y 
LytAHER (círculos) o un extracto sonicado obtenido de E. coli RN791 (pGL100) que sobreproduce LytAR6 
(triángulos) fueron incubados con paredes de neumococo marcadas con colina tritiada a 0°C durante 5 min. 
A continuación, se añadió cloruro de colina y las muestras se pasaron inmediatamente a 37°C durante 10 
min (símbolos blancos). Los símbolos negros corresponden a muestras que fueron incubadas a 0°C con 
paredes y colina durante 5 min antes de pasarlas a 37°C. 
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Figura 20. Gradiente de equilibrio de sedimentación de LytAB6 y LytAHER en tampón fosfato sódico 20 mM 
pH 6.9 con cloruro de colina (2%) (CH) o en ausencia del ligando. Los círculos corresponden a los datos 
experimentales. La línea azul muestra el gradiente teórico del monómero (aprox. 36000 Da) y la línea roja 
el correspondiente al dímero.  
 
 
6. PAPEL DE VAL317 EN LA CONVERSIÓN DE LA ENZIMA LYTAR6 
Como ya se apuntó anteriormente, la forma dimérica de la amidasa LytAR6 se forma 
como consecuencia de las interacciones que tienen lugar entre aminoácidos hidrofó-
bicos y aromáticos localizados en ChBR6 y ChBR7 (Fernández-Tornero et al., 2002). 
Las comparaciones de las secuencias de aminoácidos de los ChBDs de las amidasas 
fágicas y LytAR6 mostraron que la mayoría de las diferencias entre ellas se encuen-
tran lozalizadas en estas dos últimas repeticiones del ChBD (Fig. 22A). Curiosamente 
uno de los residuos clave implicados en las interacciones hidrofóbicas que tienen lu-
gar entre las ChBR7 de cada monómero, Val317 (Fernández-Tornero et al., 2002), se 
encuentra presente en todas las enzimas fágicas tipo LytA y tanto en neumococos tí-
picos como atípicos pero no en las amidasas fágicas LytAB6, LytAHER y Ejl en donde 
aparece sustituido por un residuo de treonina (Thr). Tomando como referencia la es-
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tructura cristalina del ChBD de LytAR6 (C-LytA) (Fernández-Tornero et al., 2001; Fer-
nández-Tornero et al., 2002) se modeló el cambio Val317 a Thr. En la Fig. 22B se pue-
de observar que la mutación ocasionaría un cambio notable en la orientación espacial 
en esta ChBR y consecuentemente podría estar originando una alteración en el ple-
gamiento de la región responsable de la formación del dímero.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Espectro de RMN de protón de la proteína LytAB6 adquirido a 500 MHz. A: En ausencia de coli-
na. B: En presencia de 80 mM de cloruro de colina. Las flechas indican cambios notables en los espectros.  
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Las diferencias en las secuencias de las enzimas comparadas no están restringi-
das únicamente a la Val317 sino que presentan más cambios de aminoácidos en posi-
ciones cercanas. Para comprobar el efecto que tendría la sustitución de Val por Thr 
en la posición 317 en la amidasa LytAR6 se construyó mediante mutagénesis dirigida 
de lytAR6 un gen (lytAR6T) que codificaba una enzima idéntica a LytAR6 excepto que 
contenía Thr en lugar de Val en la posición 317. El gen lytAR6T fue clonado e hiperex-
presado en E. coli y la nueva proteína LytAR6T fue purificada a homogeneidad electro-
forética y se estudiaron sus características bioquímicas. Los resultados obtenidos es-
tán indicados en la Tabla 20. Es muy importante señalar que la enzima LytAR6T, al 
igual que les sucede a las amidasas fágicas LytAB6 y LytAHER, pierde, de manera re-
versible, hasta un 90% de actividad cuando es dializada durante 3 h frente a TP (pH 
6.9) (datos no mostrados) lo que demuestra que el proceso de la conversión no es 
irreversible y confirma que el aminoácido Val317 juega un importante papel en este fe-
nómeno. Para confirmar el estado de asociación de la enzima LytAR6T se realizó un 
experimento de ultracentrifugación analítica idéntico al realizado con las amidasa fá-
gicas LytAB6 y LytAHER. En la Fig. 23 están representados los resultados obtenidos en 
los experimentos de equilibrio de sedimentación.  
La amidasa mutante LytAR6T presentó el mismo comportamiento que las enzimas 
fágicas LytAB6 y LytAHER, esto es, después de la diálisis se encuentra en forma mo-
nomérica mientras que, en presencia de colina, los monómeros se asocian entre sí 
formado estructuras multiméricas, mayoritariamente dímeros. En este caso, los datos 
experimentales no se ajustan completamente al perfil esperable para el dímero sino 
que se puede observar la existencia de especies moleculares de un mayor tamaño. 
Para comprobar el estado de asociación de la proteína mutante LytAR6T tras la adición 
de distintas concentraciones de colina se realizó un estudio adicional de ultracentrifu-
gación analítica. Los resultados se muestran en la Fig. 24. 
La proteína mutante LytAR6T se encuentra en estado monomérico después de la 
diálisis y, a medida que se incrementa la concentración de colina, se forman asocia-
ciones moleculares superiores. Cuando la concentración de colina es de 40 mM la 
mayor parte de las moléculas se encuentran en estado de dímero. En el caso de con-
centraciones de colina superiores. aparecen formas de masas moleculares superiores 
al tamaño esperado para el dímero. 
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                  ChBR1                  ChBR2                ChBR3 
 
B6       DIENGLGAETGWQKNDTGYWYVKEDGSYPKDKFEKVNGTWYYFDGSGYMLADRWKKHSDGNWYWF 231 
R6       DIENGLTIETGWQKNDTGYWYVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWF 231 
HER      DIENGLGSETGWQKNSTGYWYVHSDGSYPKDKFDKIDGTWYYFDGSGYMLADRWKKHSNGNWYWF 231 
 
                ChBR4                 ChBR5                ChBR6 
 
B6       DQSGEMATGWKKIAEKWYYFDVEGAMKTGWVKYKDTWYYLDRQNGNMVSNAFVQSADKKGWYYI 295 
R6       DNSGEMATGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNAFIQSADGTGWYYL 295 
HER      DNSGEMATGWKKISEKWYYFDVEGAMKTGWVKYKDTWYYLDGKEGTMVSNAFIQSADKTGWYYL 295 
Atípico                                          DSQNGDMVSNAFVKSND--GWYYL 293 
Ejl                                              DSKDGNMVSNEFIRA--GQGWYYI 293 
 
                 ChBR7 
 
B6       QPDGTMADKPEFTVEPEGLITTK 318 
R6       KPDGTLADRPEFTVEPDGLITVK 318 
HER      KPDGTMADKPEFTVEPEGLITTK 318 
Atípico  KEDGTIAEKPEFTVEPEGLITVK 316 
Ejl      KPDGTMADKLEFTVEPDGLITTK 316 
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Figura 22. Comparación de las secuencias de aminoácidos de los ChBDs de las amidasas típicas y atípi-
cas con las de los fagos de S. mitis. (A). Las secuencias de LytAB6 (B6) y LytAHER (HER) fueron compara-
das con la de LytAR6 (R6). También fueron alineadas las dos últimas CHBRs de la enzima Ejl así como la 
secuencia consenso de las amidasas atípicas (Obregón et al., 2002). Los residuos que coinciden con los 
aminoácidos de LytAR6 están en cajas negras mientras que las sustituciones conservadas están sombrea-
das en gris. Los círculos rojos y las flechas verdes indican los residuos que interaccionan con la colina y la 
parte de la secuencia que forman las estructuras en horquilla, respectivamente. (B). Modificación del ple-
gamiento tridimensional del extremo C-terminal de LytAR6 como consecuencia de la mutación Val317 a Thr. 
Para simplificar, sólo se representan las cadenas del carbono α. El residuo Thr317 característico de LytAB6 y 
LytAHER, así como la Val317 de LytAR6, están resaltados. El plegamiento de LytAR6 ha sido determinado expe-
rimentalmente (Fernández-Tornero et al., 2001). Los resíduos están marcados como sigue: ácido, negro; 
básico, amarillo; polar, azul; no polar, rojo. Para mayor claridad, se representan tres rotaciones diferentes 
del mismo modelo. 
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Figura 23. Gradiente de equilibrio de sedimentación de LytAR6T en tampón fosfato sódico 20 mM pH 6.9 
con cloruro de colina (2%) (CH) o en ausencia del ligando. Los círculos corresponden a los datos experi-
mentales. La línea azul muestra el gradiente teórico del monómero (aprox. 36000 Da), la roja corresponde 
al dímero y la verde al trímero. 
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Figura 24. Asociación de LytAR6T en tampón fosfato sódico 20 mM pH 6.9 con diferentes concentraciones 
de colina, determinada por equilibrio de sedimentación. Mw,a : masa molecular observada y M1: masa mole-
cular teórica de la forma monomérica. 
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Una característica inesperada de LytAR6T es el efecto inhibitorio que sobre ella tiene 
el Doc ya que cuando es añadido a una concentración de 1% reduce su actividad en 
un 70% (Tabla 20). Se realizaron experimentos de ultracentrifugación analítica para 
comprobar si la inhibición que provoca el Doc sobre la actividad de esta enzima es 
debido a un cambio en su estado de asociación como consecuencia de la acción del 
detergente. Los resultados obtenidos demostraron que  la proteína mutante LytAR6T se 
encuentran mayoritariamente en forma dimérica independientemente de la presencia 
o no de Doc (en el rango 0.1-1% Doc) (datos no mostrados).  
Para completar la caracterización de la proteína mutante LytAR6T se trató de estu-
diar el significado biológico que tendría el cambio de Val por Thr en la posición 317 
mediante producción en S. pneumoniae. Se construyó un plásmido recombinante in-
troduciendo el gen lytAR6T en el sitio HindIII del vector pLS1 (Stassi et al., 1981) de S. 
pneumoniae. Dicho plásmido (pRG2T) fue transformado en la cepa de neumococo 
M31 (∆lytA). Los transformantes LytAR6T+ se seleccionaron mediante la técnica de se-
lección en filtros (García et al., 1985). Se realizó un estudio de su curva de crecimien-
to y lisis y los resultados obtenidos mostraron un comportamiento similar al que pre-
senta  la estirpe M51, un transformante de M31 conteniendo el alelo lytAR6 clonado en 
el mismo sitio del mismo vector plasmídico (Ronda et al., 1987). Como conclusión, 
por tanto, se puede afirmar que no se observaron diferencias entre la expresión del 
alelo lytAR6 o la del mutante lytAR6T en una cepa de S. pneumoniae delecionada en el 
gen de la amidasa. 
 
7. ESTUDIO DE LAS CHBRS 6 Y 7 DE LA ENZIMA LYTAR6: IMPLICACIONES EN LOS FENÓME-
NOS DE DIMERIZACIÓN Y CONVERSIÓN 
Fernández-Tornero y cols. (2002) identificaron los aminoácidos implicados en la for-
mación del dímero de C-LytAR6. La forma dimérica de la amidasa está formada por la 
asociación de los extremos de los dos monómeros en los que las horquillas de 
ChBR6 y 7 están extendidas perpendicularmente y de manera antiparalela una con 
respecto a otra formando una estructura con forma de bumerán. En ambos casos los 
residuos aromáticos e hidrofóbicos están orientados hacia el interior dando como re-
sultado un núcleo hidrofóbico que proporciona la fuerza principal que origina la dime-
rización. La interfaz del dímero se puede dividir en las regiones descritas en la Tabla 
21. El residuo Val317, que no ha sido incluido en esta Tabla, está implicada en el esta-
blecimiento de interacciones hidrofóbicas en la zona II (Fernández-Tornero et al., 
2002).  
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Tabla 21. Interacciones que tienen lugar en la interfaz del dímero de LytAR6a 
 
Monómero A (o B) Monómero B (o A) 
Zona I (núcleo hidrofóbico) 
  Phe283 (h6b) 
  Phe283 (h6) 
  Tyr 294 (h6)  
 
Phe283 (h6) 
Trp292 (h6) 
Ile315 (h7c) 
Zona II (núcleo hidrofóbico) 
  Phe307 (h7) 
  Phe307 (h7) 
  Pro305 (h7) 
  Pro305 (h7) 
  Phe307 (h7) 
 
Val309 (h7) 
Ile315 (h7) 
Val309 (h7) 
Ile315 (h7) 
Phe307 (h7) 
Zona III (interacciones hidrofóbicas 
y puentes de hidrógeno) 
  Ser286 (h6) 
  Tyr293 (h6) 
  N Trp292 (h6) 
  O Trp292 (h6) 
  OH Tyr293 (h6) 
 
 
Leu314 (h7) 
Leu314 (h7) 
O Ile315 (h7) 
N Ile315 (h7) 
Oδ1 Asp312 (h7) 
a Tomado de Fernández-Tornero et al. (2002) 
b y c h6 y h7:horquillas 6 y 7. 
 
 
Las repeticiones ChBR6 y ChBR7 de LytAR6, por tanto, parecen ser las responsa-
bles de la formación del dímero y podrían asimismo estar implicadas en el paso de la 
forma E a la forma C (Sánchez-Puelles et al., 1987). Después de la construcción y de 
la caracterización bioquímica del mutante LytAR6T se decidió estudiar más en detalle 
las repeticiones 6 y 7 del dominio de unión a colina de la proteína LytAR6 y así profun-
dizar aún más en el fenómeno de la conversión y en su posible relación con la dimeri-
zación. Tomando como punto de partida la información ya publicada (Fernández-
Tornero et al., 2002) se realizó el modelado tridimensional de hipotéticas amidasas 
mutantes con el cambio de un aminoácido de las zonas I, II o III y para predecir si los 
cambios introducidos alterarían apreciablemente el plegamiento en esta región y, por 
lo tanto, previsiblemente, la formación del dímero. Finalmente se decidió construir la 
colección de mutantes descrita en la Tabla 22.  
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Tabla 22. Cambios de aminoácidos introducidos en LytAR6 mediante mutagénesis dirigida 
 
aa Mutación Nombre del 
mutante 
Tyr294 Glu 
Leu 
Y1 
Y2 
Ile315 Glu 
Tyr 
Asp 
Stop 
I1 
I2 
I3 
I4 
Val317 Thr 
Glu 
Lys 
Stop 
Met 
Trp 
Leu 
Deleción 
V1a 
V2 
V3 
V4 
V5 
V6 
V7 
V8 
Leu314 Glu 
Lys 
Ala 
Thr 
Stop 
L1 
L2 
L3 
L4 
L5 
Pro297 Gly 
Glu 
P1 
P2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 a Mutante LytAR6T previamente construido. 
 
 
 
Los mutantes descritos en la Tabla 22 fueron construidos mediante mutagénesis di-
rigida utilizando los oligonucleótidos degenerados que están indicados en Materiales 
y Métodos. La clonación se llevó a cabo tal como se hizo en el caso del mutante Ly-
tAR6T. Mediante la secuenciación de los clones que expresaban la resistencia codifi-
cada en el plásmido recombinante se seleccionaron los clones de E. coli que expre-
saban las amidasas mutantes de interés. Las proteínas fueron purificadas a homoge-
neidad electroforética mediante cromatografía de afinidad en DEAE-celulosa  y se 
realizó su caracterización bioquímica. En la Tabla 23 están resumidas las característi-
cas de las proteínas mutantes comparadas con las de la amidasa LytAR6 y las enzi-
mas LytAB6 y LytAHER. 
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Tabla 23.  Comparación de las propiedades bioquímicas de las amidasas mutantes con las de los fagos 
φB6 y φHER de S. mitis y con LytAR6 
 
 
Enzima 
 
 
Mutación 
Act esp 
(U × 10–5/mg 
de proteína) 
(%)a, b 
 
Actividad 
(%) tras 3 
horas de 
diálisisc 
 
Actividad (%) tras el tratamiento conc 
 
0.1% Doc   1% Doc     1% Triton X-100 
LytAR6 Fenotipo salvaje 7.3 (100) 100 122 105 120 
LytAB6 Enzima φB6 2.5 (35) 6 13 1 44 
LytAHER Enzima φHER 2.7 (37) 6 17 1.5 35 
V1 V317→T  3.8 (51) 5 35 22 88 
V2 V317→E 1.2 (16) 1 17 12 19 
V3d V317→K  2.5 (34.4) 5.5 35 21 43 
V4 V317→stop  0.3 (4.1) 1 4 2 6 
V5 V317→M  0.3 (4.7) 1 8 4 7 
V6 V317→W 4.4  (60.1) 1.5 55 55 82 
V7d V317→L  6.1  (84) 52 94 80 150 
V8 ∆V317  0.3 (4.5) 1 6 3 8 
Y1 Y294→E 0.2 (3.4) 0.3 2 1 3 
Y2d Y294→L 5.9 (81) 14 81 79 188 
I1 I315→E 0.6 (7.7) 2 9 3 11 
I2 I315→Y 0.8 (10.9) 2 14 8 14 
I3 I315→D 0.4 (5.2) 1.5 7 5.5 10 
I4 I315→stop 0.6 (8) 4 8 5 12 
L1 L314→E 7.0  (96) 38 91 61 182 
L2d L314→K 6.0 (82) 69 212 263 207 
L3d L314→A 3.2 (44) 15 40 23 58 
L4d L314→T 7.2 (98.6) 23 63.5 51 136 
L5 L314→stop 0.6 (8.3) 5 11 4 13 
P1d P297→G 4.8  (66) 42 165 94 152 
P2 P297→E 4.2 (57.8) 39 119 102 144 
a Los valores de actividad son la media de, al menos, tres determinaciones independientes utilizando pare-
des de neumococo como sustrato.  
b Los datos de actividad específica de LytAR6 han sido calculados en este trabajo. 
c Todos los porcentajes fueron calculados con respecto al valor de la enzima LytAR6 no tratada. 
d Estas enzimas precipitan después de su congelación a –20°C. 
 
Los mutantes en Tyr294 (Y1, Y2) estarían afectados en las interacciones de la zo-
na I, los mutantes en Ile315 (I1-I4) en las zonas I, II y III, los mutantes en Val317 (V1-V8) 
en la zona II y los mutantes Leu314 (L1-L5) en la zona III (Fernández-Tornero et al., 
2002). Se construyeron como controles dos mutantes adicionales con un cambio en 
un aminoácido fuera de la zona de interacción entre los monómeros y en una posición 
que se encontrase conservada (P297) (Fig. 22A). Los mutantes más afectados son, en 
todos los casos, los que presentan una deleción de los últimos aa bien por la intro-
ducción mediante mutagénesis dirigida de un codón stop o por la deleción del aa en 
cuestión. Se eligieron cuatro de estos mutantes (I3, V4, V8 y L5) para estudiar en de-
talle el estado de asociación que presentan. Se realizaron experimentos de ultracen-
trifugación analítica (equilibrio de sedimentación) en presencia o en ausencia de coli-
na tras la diálisis y los resultados obtenidos están representados en la Fig. 25. El es-
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tado de asociación que presentan los mutantes tanto en ausencia como en presencia 
de colina no se ajusta ni al gradiente teórico esperado para el monómero ni para el 
dímero sino a un estado intermedio. 
 
 
radio (cm)
6,44 6,46 6,48 6,50 6,52 6,54 6,56 6,58 6,60 6,62
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
radio (cm)
5,96 5,98 6,00 6,02 6,04 6,06 6,08 6,10 6,12
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
mut V4 mut V4 CH
radio (cm)
5,96 5,98 6,00 6,02 6,04 6,06 6,08 6,10 6,12
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
radio (cm)
5,96 5,98 6,00 6,02 6,04 6,06 6,08 6,10 6,12
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
mut L5 mut L5 CH
radio (cm)
6,46 6,48 6,50 6,52 6,54 6,56 6,58 6,60 6,62 6,64
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
radio (cm)
5,94 5,96 5,98 6,00 6,02 6,04 6,06 6,08 6,10
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
mut V8 mut V8 CH
radio (cm)
6,96 6,98 7,00 7,02 7,04 7,06 7,08 7,10 7,12 7,14
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
radio (cm)
5,96 5,98 6,00 6,02 6,04 6,06 6,08 6,10 6,12
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
mut I3 mut I3 CH
Mw= 48000 ± 1000 Mw= 47000 ± 1000
Mw= 43000 ± 1000 Mw= 48000 ± 1000
Mw= 51000 ± 1000 Mw= 51000 ± 1000
Mw= 58000 ± 1000 Mw= 58000 ± 1000
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
ab
so
rb
an
ci
a 
(2
80
 n
m
)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Gradiente de equilibrio de sedimentación de nuevos mutantes de LytA en tampón fosfato sódico 
20 mM pH 6.9 con cloruro de colina (50 mM) (CH) o sin el ligando. Los círculos corresponden a los datos 
experimentales. La línea azul muestra el gradiente teórico del monómero (aprox. 36000 Da) y la línea roja 
el del dímero.  
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V. DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. LA CEPA 101/87 PERTENECE A LA ESPECIE S. MITIS 
En la primera parte de esta Memoria se ha caracterizado y secuenciado el bacteriófa-
go atemperado EJ-1. Su cepa lisógena, 101, que era considerada un neumococo atí-
pico, ha sido identificada como una cepa perteneciente a la especie S. mitis. La identi-
ficación de aislados clínicos de estreptococos del grupo mitis no es una tarea fácil. En 
muchos casos, cepas, que por medio de test comerciales, han sido clasificadas como 
neumococos, son, finalmente, referidas como neumococos atípicos al dar una res-
puesta negativa en alguna de las pruebas de identificación. Éste era el caso de la ce-
pa 101 que, tras su asignación inicial a la especie S. mitis, fue finalmente incluida en-
tre los neumococos atípicos al demostrarse la presencia de un gen de tipo lytA (Díaz 
et al., 1992a). La cepa 101 ha sido considerada como el prototipo de los aislados atí-
picos de neumococo (Whatmore et al., 2000) pero desde su aislamiento en 1987 no 
se había realizado una caracterización molecular detallada. Para el estudio de la cepa 
101 se realizó la secuenciación de los siete genes housekeeping (MLST), 16S rdna, 
galU y sodA además de experimentos de hibridación para la detección de genes típi-
cos de S. pneumoniae o S. mitis. Los resultados obtenidos podrían conducir a una 
identificación incorrecta si se interpretaran de manera independiente. S. mitis y S. 
pneumoniae pertenecen al mismo grupo filogenético, comparten el mismo hábitat al 
residir ambos en el tracto respiratorio superior del ser humano e intercambian material 
genético (Balsalobre et al., 2003; Dowson et al., 1993; Hathaway et al., 2004; Kearns 
et al., 2000; Whatmore et al., 2000); por lo tanto, la clasificación de cualquier aislado 
perteneciente a estas especies se debería basar en distintas aproximaciones taxo-
nómicas. Los resultados obtenidos en la caracterización molecular analizados en su 
conjunto indican que la cepa 101 pertenece a la especie S. mitis. En particular, está 
conclusión fue plenamente confirmada por experimentos de hibridación en los que el 
DNA de la cepa 101 presentó porcentajes de hibridación superiores al 70% con DNA 
de S. mitis (Tabla 11).  
 
2. EL BACTERIÓFAGO EJ-1 ES UN MIOVIRUS MOSAICO 
EJ-1 es el primer bacteriófago de la familia Myoviridae, de una bacteria GPBGC, cuyo 
genoma ha sido secuenciado en su totalidad. Las 42935 pb que componen el genoma 
del fago EJ-1 están dispuestas en 73 orfs, 52 de las cuales presentan similitudes sig-
nificativas con las secuencias de otros genes fágicos incluidos en las bases de datos. 
Los genes que componen el genoma del fago EJ-1 se encuentran organizados en 
cinco módulos funcionales como se describió en los Resultados de esta Memoria.  
La organización genómica del extremo izquierdo de EJ-1 en el estado de profago 
(de orf1 a orf24; aproximadamente 12 kb) presenta un gran parecido de manera glo-
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bal (a nivel de aa) con el profago defectivo SF370.3 de S. pyogenes (Desiere et al., 
2001) (Tabla 17 y Fig. 9). Este profago se encuentra integrado en la cepa SF370 de 
S. pyogenes (serotipo M1), de elevada patogeneidad, junto con otros 7 fagos atempe-
rados (o restos fágicos) más. SF370.3 tiene un genoma de 33.5 kb y presenta un gran 
parecido con el del sifovirus tipo cos r1t que infecta a L. lactis. El módulo lisogénico, 
como se indicó anteriormente, presenta la organización génica característica que pre-
sentan otros fagos atemperados de bacterias GPBGC (attL-integrasa-genes desco-
nocidos-represor tipo CI- represor tipo Cro- excisionasa); sin embargo, este orden se 
encuentra alterado por la inserción de dos genes orf11 y orf12 que parecen tener ma-
yor parecido con otros fagos diferentes de SF370.3 (Tabla 17 y Fig. 9). El gen que 
codifica la posible excisionasa (orf16) está situado fuera del módulo lisogénico y se 
encuentra localizado en el módulo de replicación. En la revisión de Brüssow y Desiere 
(Brüssow y Desiere, 2001) se habla de la existencia de, al menos, cuatro organiza-
ciones génicas diferentes en el módulo lisogénico observadas en los genoma de fa-
gos pertenecientes al supergrupo λ de la familia Siphoviridae o en fagos de tipo P2 de 
la familia Myoviridae. Sin embargo, la organización que presenta el fago EJ-1 en esta 
región es diferente a todas ellas. La distancia que existe entre el gen de la integrasa y 
el de la excisionasa generalmente varía de cero a seis orfs en bacteriófagos atempe-
rados tanto de bacterias Gram-negativas como de Gram-positivas o, incluso, en el 
caso del fago Sfi21, el gen de la excisionasa no existe (Bruttin et al., 1997). Sin em-
bargo, el caso del profago EJ-1 es diferente a todos ellos ya que aquellos genes se 
encuentran separados por 15 orfs (orf1-orf16). Este hecho sugiere la inserción en es-
ta región de genes de origen exógeno (como indicaría el bajo contenido en G+C), o la 
existencia de reorganizaciones genómicas o ambas.  
La similitudes que presentan los genomas de EJ-1 y SF370.3 desaparecen des-
pués de orf25. La proteína codificada por orf26 presenta un 50% de similitud con el 
producto de orf178 situado en el extremo derecho del genoma del fago Siphoviridae 
lítico tipo pac de S. thermophilus, Sfi11 (Brüssow y Desiere, 2001) mientras que orf31 
de EJ-1 es similar a orf167. En el genoma del Sfi11, los genes orf178 y orf167 están 
situados en posición 3´ respecto de orf51, en una región que parece poseer un alto 
grado de recombinación (Lucchini et al., 1999). El caso del fago EJ-1 podría represen-
tar un caso similar por la presencia de genes adicionales que se observan en esta re-
gión. De hecho, los genes orf27 y orf29 presentan parecidos muy significativos con 
los genes orf70 y orf111 del fago DT1, un fago de tipo cos de la misma familia que 
Sfi11, y que se encuentran localizados en la misma posición en el genoma de DT1 
(Fig. 9).  
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La organización global de la secuencia entre orf39 y orf48 presenta una sintenia 
casi perfecta con genes que presentan un tamaño similar y que se encuentran en los 
clúster de empaquetamiento del DNA y morfogénesis de la cabeza en los genomas 
de varios fagos tipo pac de la familia de Sfi11 (Desiere et al., 2000) con la excepción 
de cuatro pequeños orfs (orf42 a orf45). En esta región, además, se han encontrado 
parecidos significativos entre los genes de EJ-1 y algunos orfs del fago Lj965 de Lac-
tobacillus johnsonii (Fig. 9).  
Como se comentó en Resultados, los genes que codifican los componentes de la 
cola del fago EJ-1 (de orf53 a orf64) no presentan ningún parecido con otros que po-
seen la misma función en los sifovirus estudiados hasta el momento; sin embargo, 
son similares, tanto en función como en su disposición a los genes implicados en la 
formación de la cola del profago defectivo PBSX de B. subtilis (Tabla 17). De hecho, 
con el trabajo realizado en esta Memoria y como se ha detallado en Resultados, se 
ha podido asignar una posible función a los productos génicos XkdK, XkdM, XkdT y 
XkdV del profago PBSX (Fig. 10). El único marco de lectura abierto que no presenta 
ningún parecido con genes de PBSX es orf56 que codifica la proteína determinante 
de la longitud de la cola y que presenta una similitud significativa con proteínas de 
bacteriófagos de bacterias Gram-negativas tales como el fago λ y el colifago de tipo λ 
HK97 aunque únicamente en su extremo N-terminal. Es interesante señalar que, en 
los casos conocidos actualmente, los parecidos existentes entre las proteínas forma-
doras de la cola de los fagos λ y HK97 se encuentran circunscritos a la región C-
terminal (Juhala et al., 2000).  
Todas las características citadas anteriormente presentan a EJ-1 como un profago 
mosaico resultado del intercambio horizontal y la recombinación de secuencias entre 
genomas de fagos de la familia Siphoviridae o, en el caso de la cola, Myoviridae. Esta 
afirmación está de acuerdo con la observación de que, a pesar del relativamente bajo 
número de genomas fágicos que han sido completamente secuenciados (más de 150 
fagos del orden Caudovirales) (Ackermann, 2003), comparaciones realizadas entre 
ellos presentan a los bacteriófagos como un ejemplo de mosaicismo genético que ha 
tenido lugar mediante la recombinación entre secuencias ancestrales homólogas y no 
homólogas (Hendrix, 2003).  
El sistema taxonómico, aprobado por el Comité Internacional de Taxonomía Viral 
(ICVT) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV) vigente en la actualidad, clasifica a los bac-
teriófagos en un único orden, 13 familias y 30 géneros de manera jerárquica 
(Ackermann, 2003). Esta clasificación está basada en la morfología de los viriones y 
en las características de sus ácidos nucleicos (DNA o RNA, de cadena sencilla o do-
ble, etc.). El mosaicismo que propone Hendrix (Hendrix, 2003; Hendrix et al., 2003) 
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como resultado del intercambio horizontal entre fagos relacionados y, en menor me-
dida, entre la población completa de bacteriófagos del orden Caudovirales, sugiere 
una filogenia de tipo reticular, en contraposición a la filogenia arborescente (Brüssow 
y Hendrix, 2002). Este descubrimiento ha revelado que la taxonomía oficial de las es-
pecies de fagos no refleja el conocimiento sobre la biología y la evolución de los fagos 
que se tiene en la actualidad, conocimiento que se encuentra en un proceso constan-
te de cambio y mejora con la incorporación de la secuencia de nuevos genomas. Va-
rios autores han propuesto diferentes modelos basados en las secuencias de los ge-
nomas disponibles (Lawrence et al., 2002; Proux et al., 2002; Rohwer y Edwards, 
2002). La propuesta de Proux y cols. (Proux et al., 2002) sugiere un método de clasi-
ficación basado en el análisis de un único, aunque importante, clúster, bien el módulo 
que incluye los genes de empaquetamiento del DNA y los de la cabeza o el que com-
prende los genes de la cola (excluyendo los de las fibras de la cola). EJ-1 pertenece-
ría a los sifovirus con empaquetamiento tipo pac si se tomasen en consideración los 
genes que codifican las proteínas de la cabeza y las responsables del empaqueta-
miento del DNA mientras que, si los que se valorasen fuesen los genes que codifican 
las proteínas formadoras de la cola, el fago EJ-1 se incorporaría en la familia Myoviri-
dae. Con los resultados obtenidos en esta Memoria se sugiere que el bacteriófago 
EJ-1 podría ser el prototipo de un nuevo grupo de fagos de bacterias GPBGC no des-
crito hasta el momento. La organización del genoma del fago SfV de Shigella flexneri, 
que también pertenece a la familia Myoviridae, es análoga a la que presenta EJ-1 ya 
que las proteínas de la cabeza y de la cola parecen haberse originado en dos grupos 
diferentes de fagos, en sifovirus de tipo λ y en fagos de la familia Myoviridae de tipo 
Mu, respectivamente (Allison et al., 2003). El fago defectivo ST64B de Salmonella en-
terica representa otro ejemplo similar aunque, en este caso, los genes que codifican 
las proteínas de la cola han sido inactivados por la inserción de fragmentos de otros 
que están relacionados con virulencia (Mmolawa et al., 2003). Estos dos ejemplos 
proporcionan el enlace entre la evolución de los genes de los fagos de tipo Mu con los 
de tipo λ, ya que no se había detectado ninguna similitud entre las secuencias de sus 
genomas. Sin embargo, que el bacteriófago EJ-1 sea un ejemplo único o que, por el 
contrario, sea el representante de un nuevo grupo de fagos sólo podrá responderse 
con la secuenciación de nuevos fagos de la familia Myoviridae que infecten bacterias 
GPBGC.  
 
3. GENES FÁGICOS Y VIRULENCIA 
Los bacteriófagos desempeñan un papel fundamental en el equilibrio biológico de la 
vida microbiana (Mann, 2005). Además, el elevado mosaicismo de los genomas de 
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los bacteriófagos de Mycobacterium, que propicia la inclusión de muchos genes ines-
perados y, a veces, de origen desconocido, ejemplariza no sólo sobre su implicación 
en la virulencia bacteriana sino, asimismo, en la latencia de las micobacterias y en la 
respuesta inmune, todo lo cual nos ilustra acerca del papel de estas entidades en la 
estabilidad bacteriana (Pedulla et al., 2003). El análisis de la región que se encuentra 
situada entre los genes de la lisina y la integrasa revelan una notable peculiaridad so-
bre la organización de esta región en profagos de bacterias GPBGC. Con la única ex-
cepción conocida hasta la fecha del fago MM1 de S. pneumoniae (Obregón et al., 
2003a), todos esos fagos contienen al menos un gen adicional en esta región 
(Desiere et al., 2002). En profagos de bacterias patógenas, como los estreptococos, 
estos genes parecen estar implicados en virulencia (Canchaya et al., 2003). Sin em-
bargo, la secuencia parcial del genoma del fago atemperado φsc1 de Streptococcus 
canis ha revelado que se trata de un fago similar a MM1 con la excepción de que, en 
este último, el gen smc, que codifica una toxina responsable del síndrome de choque 
tóxico y fascitis necrotizante en perros, no está presente. El gen smc se encuentra in-
cluido en otro que codifica la proteína minoritaria de la cola y se transcribe en un mar-
co de lectura diferente. Basándose en su contenido en G+C, parecería que smc 
hubiera sido adquirido de una fuente exógena representando, por tanto, un claro 
ejemplo de incremento en genes fágicos implicados en virulencia (Ingrey et al., 2003).  
A pesar de que en la secuencia del fago EJ-1 no se ha detectado ningún gen impli-
cado en virulencia (Tabla 17), es preciso mencionar que en un trabajo reciente se han 
identificado a XdkG, XkdK y XkdM como miembros del proteoma extracelular de B. 
subtilis y se ha propuesto que estas proteínas del fago PBSX son secretadas al exte-
rior por medio de una holina (Antelmann et al., 2001), probablemente, como conse-
cuencia de la inducción espontánea del fago (Shingaki et al., 2003). La presencia ex-
tracelular del producto procesado de xkdG en cultivos de B. subtilis ya había sido do-
cumentado anteriormente (Hirose et al., 2000). Curiosamente, en un estudio realizado 
para investigar la cinética de la exportación de toxinas y para la identificación de pro-
teínas extracelulares y factores de virulencia en Clostridium difficile, un patógeno in-
testinal que causa diarrea y otras complicaciones, se ha identificado una proteína si-
milar a XkdK (el homólogo de gp53 de EJ-1) entre las proteínas secretadas por la ce-
pa VPI10463 de C. difficile cuando es incubada en las condiciones necesarias para la 
producción de altas concentraciones de toxina (Mukherjee et al., 2002). Es interesan-
te subrayar que en esta cepa se observaron, aproximadamente, 15 proteínas extrace-
lulares y que, aparentemente, ni XkdK ni las toxinas presentaban un patrón alterado 
después de la adición de mitomicina C. Determinar si el producto génico codificado 
por orf53 y otras proteínas relacionadas con PBSX y codificadas por EJ-1 también 
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son secretadas al medio en cultivos de la cepa lisógena 101 y favorecen su virulencia 
queda pendiente de estudio. En bacterias de importancia clínica como neumococo, en 
la que se ha detectado la presencia de numerosos bacteriófagos atemperados 
(Ramirez et al., 1999) se hace necesaria la identificación del papel que desempeñan 
los productos fágicos en el proceso infeccioso. Teniendo en cuenta que los bacterió-
fagos pueden incorporar genes tanto de otros fagos como de su bacteria huésped, es 
posible que el mosaicismo de su genoma favorezca la patogeneidad bacteriana. Sin 
embargo, debido a la gran diversidad que supone la población de fagos que existe en 
el planeta, se hace necesaria la caracterización de nuevos genomas para contestar 
de la manera más adecuada a estas cuestiones. La secuenciación del genoma del 
primer fago Myoviridae (EJ-1) de bacterias GPBGC, entre las que se incluyen impor-
tantes patógenos como S. pneumoniae y S. pyogenes, así como microorganismos de 
importancia industrial, como S. thermophilus, lactococos o lactobacilos, supone un 
importante paso para la consecución de dicho objetivo.  
 
4. LYTAB6 Y LYTAHER: DOS ENZIMAS CODIFICADAS POR BACTERIÓFAGOS DE S. MITIS QUE 
PROPORCIONAN NUEVOS DATOS SOBRE EL PROCESO DE CONVERSIÓN DE LA ENZIMA LYTA 
El principal mecanismo de transferencia horizontal de genes entre estreptococos del 
grupo mitis es la transformación genética. Existen varios ejemplos que demuestran 
esta afirmación como son la rápida diseminación de la resistencia a antibióticos β-
lactámicos (Dowson et al., 1997) y la resistencia a fluoroquinolonas (Balsalobre et al., 
2003; Ferrándiz et al., 2000); sin embargo, la contribución que pudieran tener los bac-
teriófagos, tanto líticos como atemperados, en la diseminación de genes de relevan-
cia clínica no había sido puesta de manifiesto en el momento del inicio de esta Tesis. 
En trabajos previos se habían detectado claros indicios que apuntaban la posibilidad 
de que hubiera tenido lugar fenómenos de recombinación entre el gen lytA de S. 
pneumoniae y sus homólogos codificados por bacteriófagos (Romero et al., 1990a; 
Whatmore y Dowson, 1999). Con la descripción de los fagos φB6 y φHER de S. mitis 
que portan genes de tipo lytA se proporciona la primera prueba del importante papel 
que desempeñan los bacteriófagos en la diseminación de genes que codifican facto-
res de virulencia entre estreptococos α-hemolíticos que comparten el mismo hábitat. 
De hecho, aunque la existencia de genes de tipo lytA atípicos en aislados de S. mitis 
fue puesta de manifiesto anteriormente (Whatmore et al., 2000), las cepas B6 y HER 
representan los únicos casos, hasta el momento, de cepas de S. mitis conteniendo 
profagos que codifican amidasa LytA típicas (318 aa).  
Con todo, las enzimas tipo LytA codificadas por los fagos de S. mitis φB6 y φHER 
presentan algunas características bioquímicas diferentes a las de la amidasa LytA de 
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S. pneumoniae. El pH óptimo de las amidasas fágicas, por ejemplo, es de 5.5 mien-
tras que el de LytAR6 es de 6.5 (Tabla 20). Esta diferencia podría estar indicando una 
adaptación a un ambiente más ácido por parte de las amidasa fágicas, lo cual es ra-
zonable si se tiene en cuenta que S. mitis es más ácido-tolerante que neumococo 
(Svensäter et al., 2003). Otra diferencia notable entre las amidasas fágicas y la de 
neumococo es que LytAB6 y LytAHER sufren una inhibición muy fuerte en presencia de 
Doc, propiedad que había sido asociada a las amidasas que presentan la deleción de 
los aa Thr290 y Gly291 (Obregón et al., 2002). A la vista de los resultados obtenidos en 
esta Memoria una única mutación, Thr317 por Val317, es también responsable, al me-
nos parcialmente, de ese comportamiento (Tabla 20). 
En un trabajo previo se demostró que neumococos lytA transformados con el gen 
que codifica una enzima LytA sensible a Doc in vitro eran susceptibles a la lisis indu-
cida por Doc in vivo (Obregón et al., 2002). Esto parece ser lo que sucede en el caso 
de las enzimas líticas de los fagos de S. mitis estudiadas en esta Memoria ya que cul-
tivos de las cepas lisogénicas B6 y HER previamente inducidos con mitomicina C se 
lisan tras las adición de 1% de Doc. Este resultado también indicó que los genes fági-
cos se encuentran reprimidos cuando no se ha inducido la escisión de los fagos. La 
inducción de un fago atemperado puede estar mediada por diferentes agentes físicos 
y químicos entre los que se encuentran la mitomicina C, utilizada en este trabajo, y 
también por ciertos antibióticos como las fluoroquinolonas (Zhang et al., 2000). El po-
tencial inflamatorio de los fragmentos de pared de S. pneumoniae liberados por la lisis 
mediada por LytA y, más en particular, de los péptidos que unen las distintas capas 
de peptidoglicano de la pared ha sido estudiado ampliamente (Moreillon y Majcherc-
zyk, 2003; Tuomanen, 2000). La lisis de las cepas B6 y HER inducida por la escisión, 
espontánea o provocada, de los bacteriófagos atemperados que portan, con la consi-
guiente liberación de fragmentos de la pared celular, podría estar incrementando la vi-
rulencia de estas cepas.  
El fenómeno de la conversión de la amidasa LytA fue descrito en 1971 (Tomasz y 
Westphal, 1971) tras la observación de una forma “anómala” de la enzima obtenidas 
de cultivos de S. pneumoniae donde la colina había sido sustituida por su análogo 
EA. Esta forma enzimática, conocida como forma E, presentaban un peso molecular y 
una actividad muy reducida en comparación con misma enzima purificada de un culti-
vo crecido con colina (forma C). El paso de la forma E a la forma C de la enzima LytA 
es posible tras una breve incubación a 0°C en presencia de paredes con colina. Este 
proceso es irreversible en el caso de la enzima LytA y otras enzimas tipo LytA, tanto 
típicas como atípicas, descritas hasta el momento. Sin embargo esto no es así en el 
caso de la enzima lítica Ejl y tampoco para las enzimas de los fagos de S. mitis, des-
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critas en esta Memoria. Los experimentos de ultracentrifugación analítica realizados 
con las proteínas fágicas mostraron claramente el cambio en el estado de asociación 
que sufren estas amidasas antes y después de la conversión (Fig. 20).  
Los emparejamientos de los alelos LytA de las autolisinas típicas y atípicas así co-
mo de las lisinas fágicas conocidas (Fig. 22) junto con los datos estructurales del co-
rrespondiente ChBD (Fernández-Tornero et al., 2001; Fernández-Tornero et al., 2002) 
sugirieron que el residuo Val317 podría tener un papel clave en el fenómeno de con-
versión. El estudio de las propiedades bioquímicas de LytAR6T obtenida mediante mu-
tagénesis dirigida demostró que el residuo clave en el proceso de la conver-
sión/dimerización es Val317 (Tabla 20). El gradiente de equilibrio de sedimentación 
que presenta el mutante LytAR6T en ausencia de colina coincide plenamente con el 
gradiente teórico del monómero mientras que en presencia de 2% de colina el tamaño 
se encuentra por encima del que presentaría la forma dimérica aunque alejado del 
gradiente teórico del trímero (Fig. 23). La proteína Ejl presenta un comportamiento 
similar ya que el tamaño molecular que presenta en presencia de concentraciones sa-
turantes de colina (100 mM) se encuentra próximo al trímero (Sáiz et al., 2002) sugi-
riendo que la amidasa Ejl podría existir como un equilibrio monómero/dímero/trímero 
o bien monómero/dímero/tetrámero, formas que también podrían estar coexistiendo 
en el caso del mutante LytAR6T. El resto de las características bioquímicas que pre-
senta LytAR6T son similares globalmente a las de la amidasa LytA. El significado bio-
lógico que el cambio de Thr por Val en la posición 317 pudiera tener en la amidasa 
LytA es uno de los aspectos de esta Memoria que precisa de un estudio posterior.  
 
5. ESTUDIO MEDIANTE MUTAGÉNESIS DIRIGIDA DE CHBR6 Y CHBR7 DE LA ENZIMA LYTAR6  
Las fuerzas que mantienen la interfaz del dímero activo de LytA son interacciones 
hidrofóbicas que se establecen en tres zonas a lo largo de las ChBR6 y 7 (Tabla 21) 
(Fig. 26A) (Fernández-Tornero et al., 2002). La colección de 21 amidasas mutantes 
que se construyeron mediante mutagénesis dirigida contiene enzimas mutadas en las 
tres zonas de interacción (Tabla 22). El aa mutado en la zona I es Tyr294 y los mutan-
tes construidos son Y1 (Y294 → E) e Y2 (Y294 → L). La zona I está formada por los aa 
de la horquilla 6 de un monómero, Phe283, Trp292 y Tyr294, que establecen interaccio-
nes entre ellos mismos y con sus homólogos del otro monómero. La Tyr294 del primer 
monómero se encuentra interaccionando mediante fuerzas hidrofóbicas con la Ile315 
del segundo monómero, sirviendo de este modo como conexión entre las zonas I y II, 
además de estar participando en el núcleo hidrofóbico formado por las fuerzas que se 
establecen entre la Val317 y los residuos F283 y Y294 de ese mismo monómero. Todas 
las interacciones de las que se encuentra formando parte la Tyr294 son de naturaleza 
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hidrofóbica. Los dos mutantes construidos en esta posición presentan unos valores 
de actividad enzimática muy diferentes (Tabla 23) pero que pueden explicarse por la 
alteración de los núcleos hidrofóbicos en los que se encuentra participando la Y294. En 
el caso del mutante Y2, la sustitución de Y (de carácter polar) por L (apolar) debería 
suponer un cambio muy importante en la estructura de la proteína y en su capacidad 
para la formación de dímeros. Sin embargo, los datos mostrados en la Tabla 23 
muestran que la amidasa mutante mantiene un 80% de la actividad de la proteína ori-
ginal. Esta aparente discrepancia podría explicarse admitiendo que la leucina podría 
ser capaz de mantener el carácter hidrofóbico global de la región en cuestión, com-
pensando, aunque no totalmente (ver más abajo), la ausencia del residuo Y294 (Fig. 
26). En marcado contraste con estos datos, la amidasa Y1 posee una muy reducida 
actividad específica indicando que la introducción de la carga negativa del residuo Glu 
altera notablemente la interacción entre las zonas I y II de la enzima. Por otra parte, 
nuestros resultados mostraron que Y294 es un residuo relevante para la conversión 
habida cuenta de que las dos enzimas mutantes pierden más del 80% de su actividad 
después de la diálisis (Tabla 23).  
En la zona II se mutó la Val317. Este aa, como se indicó anteriormente, se encuentra 
interaccionando con F283 y Y294 del mismo monómero formando un núcleo hidrofóbico 
implicado en la formación del dímero. Tras el estudio de la amidasa mutante LytAR6T 
(V1) se había podido comprobar el papel fundamental que desempeñaba este aa en 
el proceso de conversión/dimerización (ver más arriba) (Fig. 26B y C). Con objeto de 
obtener más información al respecto, se construyeron un total de 7 nuevos mutantes 
en esta posición (V2 - V8) que presentaban características muy diferentes entre sí. 
Los mutantes de este grupo se pueden dividir en tres subgrupos dependiendo de su 
actividad específica. Así, los mutantes V1, V6 y V7 se encontrarían en el grupo que 
presenta una actividad amidásica específica media-alta (≥ 50%). Los mutantes que 
presentan una actividad media-baja (V2 y V3) (entre el 15 y el 35%) y, en el tercer 
grupo, se encontrarían los mutantes V4, V5 y V8, que presentan una actividad muy 
baja (inferior al 5%). Como cabía esperar, la sustitución de V317 por otro residuo de 
carácter igualmente no polar (Leu; V7) sólo produjo ligeras alteraciones en la enzima, 
esto es, una leve pérdida de actividad específica y menos del 50% como consecuen-
cia de la diálisis (Tabla 23). Sin embargo, mientras que en los otros dos mutantes de 
este grupo (V1 y V6) el nivel de actividad se mantenían en un nivel razonablemente 
elevado, estas dos proteínas mutantes se desconvierten totalmente tras la diálisis. El 
caso del mutante V6 en el que la Val317 fue sustituida por Trp es bastante notable 
puesto que, a priori y a pesar de que ambos aa son apolares, se podría esperar que 
la introducción de un residuo conteniendo un grupo aromático heterocíclico y una ami- 
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Fig. 26. Estructura del plegamiento tridimensional del cristal de C-LytA. A: Diagrama de cintas donde apa-
recen indicadas las láminas β de cada monómero así como los aa responsables del establecimiento de dí-
mero. En B, C y D, se ofrecen vistas cenitales de dicho diagrama de cintas de la interfaz del dímero. B: 
Además de la Leu314, se representan la Val317 y los aa con los que interacciona (Phe283 y Tyr294). C y D: Sus-
titución de Val317 por Thr (en verde) o Trp (en violeta), respectivamente. 
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na aromática supusiera importantes alteraciones en la amidasa mutante. Sin embar-
go, los valores de actividad específica de V6 fueron relativamente elevados (60% de 
la actividad de LytAR6). Mediante el estudio de un modelo tridimensional in silico de 
esta amidasa mutante se ha podido observar que, sin embargo, esta sustitución no al-
tera el núcleo hidrofóbico en el que se encuentra participando la Val317 en la proteína 
no mutada ya que el Trp317 es capaz de acomodarse en la cavidad hidrofóbica man-
teniendo las interacciones hidrofóbicas con los aa F283 y Y294 (Fig. 26D). 
En los mutantes V2 y V3, que poseen una actividad amidásica media-baja, se sus-
tituyó la Val317 por un aa cargado, Glu en V2 y Lys en V3. La introducción de un aa 
cargado en esta posición ocasionaría la aparición de nuevas fuerzas electrostáticas 
que desestabilizarían el núcleo hidrofóbico y sus proximidades. La diferencia en los 
valores de actividad específica que presenta un mutante respecto del otro podría indi-
car que la acomodación de una carga positiva (Lys-V3) en la cavidad generada por 
los aa antes señalados sea más favorable que la de una carga negativa (Glu-V2). El 
efecto que tiene la diálisis en estos mutantes es más que notable ya que su activida-
des se ven reducidas hasta valores muy bajos (1%, para V2 y 5.5% para V3) (Tabla 
23).  
Las mutaciones introducidas en V4, V5 y V8 afectan muy marcadamente la activi-
dad enzimática. La sustitución de Val317 por Met, caso del mutante V5, además de lo 
que supone la introducción de un átomo voluminoso como es el azufre, ocasiona una 
disminución de la distancia que separa a la metionina del resto de los aa con los que 
interacciona. Estas alteraciones podría estar provocando un pequeño colapso en la 
interfaz del dímero con la consecuente desestabilización de esta estructura. Sin em-
bargo, estos resultados parecen estar en contradicción con las propiedades bioquími-
cas de la amidasa LytA101, sintetizada por la cepa 101 de S. mitis lisógena del fago 
EJ-1. Esta enzima es, hasta la fecha, la única amidasa conocida tipo LytA que posee 
Met en esta posición (Díaz et al., 1992a) y posee aproximadamente un 50% de la ac-
tividad específica de LytAR6. LytA101 forma parte de la llamadas enzimas LytA atípicas 
cuya característica principal es la deleción de dos aa en ChBR6. Además, ambas 
amidasas difieren en el 16% de sus aa de tal manera que es concebible que la con-
formación tridimensional anómala que pudiera adoptar esta amidasa atípica por el 
hecho de poseer Met, se vería compensada no sólo por la deleción señalada sino 
también por alguno de los cambios que presenta en su secuencia de aa. En los casos 
de V4 y V8, parece evidente que la introducción de un codón de terminación o la de-
leción de la valina, respectivamente, desestabiliza por completo el extremo C-terminal 
de ChBR7 dando como resultado proteínas prácticamente inactivas. En la Fig. 25 se 
puede ver cómo el comportamiento que presentan ambos mutantes en la ultracentrí-
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fuga analítica, tanto en presencia como en ausencia de colina, no se corresponde ni 
con el esperados para un monómero ni para un dímero sino con valores intermedios, 
lo que indica que la capacidad de dimerizar de los monómeros ha quedado fuerte-
mente alterada.  
El aa mutado en la zona III es Leu314 que se encuentra interaccionando con Ser286 
y Tyr293 del otro monómero. En un modelo tridimensional in silico basado en la estruc-
tura del cristal de C-LytA (Fig. 26B) la Leu314 aparece orientada hacia el exterior de la 
estructura en solenoide que adquiere el monómero al interaccionar con las moléculas 
de colina. Ello permitiría suponer que cambios de aa en esa posición no deberían 
producir grandes alteraciones en las amidasas resultantes. Para someter a prueba 
esta predicción se construyeron 5 mutantes diferentes (L1-L5). El mutante L4 
(L314→T) presenta la misma actividad que la proteína original LytAR6 aunque sufre un 
importante descenso tras la diálisis (77%). El cambio de Leu por Thr supone un cam-
bio de polaridad pero esto no parece tener ningún efecto en cuanto a su actividad es-
pecífica pero sí parece ser importante desde el punto de vista de la conversión. Los 
mutantes L1 y L2 presentan niveles muy elevados de actividad a pesar de que en 
ambos casos se ha sustituido un aa apolar por un aa cargado (Glu en L1 y Lys en 
L2). Estos cambios parecen indicar que un cambio en la carga de este residuo no 
afecta demasiado a su actividad específica ni tampoco a su actividad tras la diálisis 
en el caso del mutante L2, donde la actividad sólo se ve afectada ligeramente respec-
to de LytAR6. El mutante L1, sin embargo, sufre una notable pérdida de actividad 
(>50%) como consecuencia de la diálisis (Tabla 23). En el mutante L3, la Leu314 que 
está sustituida por Ala (un aa no polar y de menor tamaño), la actividad de este mu-
tante se encuentra bastante afectada (44%) y, tras la diálisis, experimenta un fuerte 
descenso adicional de actividad. Como parecía lógico, el mutante que se encuentra 
más afectado es L5 donde Leu314 ha sido sustituido por un codón stop y, por consi-
guiente, L5 es una proteína truncada. El mutante L5 fue sometido a experimentos de 
ultracentrifugación analítica mediante equilibrio de sedimentación y en la Fig. 25 se 
puede observar cómo su gradiente de equilibrio permanece invariable independien-
temente de la presencia o no de colina y cómo posee un tamaño medio que no se 
ajusta ni al del monómero ni al del dímero lo que demuestra que la proteína mutante 
L5 tiene afectada seriamente la capacidad de dimerizar.  
Se construyó otro grupo de mutantes sobre el residuo I315. Este aa se encuentra 
formando parte de las tres zonas de interacción entre los dos monómeros (Tabla 21) 
creando una cavidad hidrofóbica mediante interacciones con Phe307 y Pro305 de su 
mismo monómero y con los residuos Trp292 y Y294 del otro monómero (Fernández-
Tornero et al., 2002). Se trata por tanto de un aa muy importante en el mantenimiento 
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de la estructura de LytA. Se construyeron 4 mutantes diferentes (I1-I4) y en todos 
ellos, independientemente del tipo de aa que se introdujera, se observó una caída 
muy brusca en los niveles de actividad. El mutante I3 fue sometido a un estudio de ul-
tracentrifugación analítica y los resultados obtenidos mostraron nuevamente cómo, 
tanto en presencia como en ausencia de colina, los gradientes de sedimentación no 
se ajustan ni al del monómero ni al del dímero y no presentan ningún cambio aparen-
te tras la adición del aminoalcohol (Fig. 25). En el caso del mutante I4, en el que el aa 
I315 es sustituido por un codón de terminación, se observó el mismo comportamiento 
que en otros mutantes de deleción (ver más arriba), es decir, un fuerte descenso en la 
actividad específica. En consecuencia, la importancia que tiene Ile315 quedó confirma-
da tras el estudio de estos mutantes.  
El aa Pro297 fue elegido para la construcción de nuevos mutantes (P1 y P2) (Tabla 
21) que fueron usados como controles por encontrarse situado fuera de las zonas 
responsables de la interacción entre los monómero de LytA. Sin embargo, Pro297 tiene 
una importancia especial ya que es el responsable del giro de la región que separa 
ChBR6 y ChBR7 (Fig. 22); sin embargo, los aa que se introdujeron (Gly y Glu) fueron 
aparentemente capaces de mantener esa misma torsión como se deduce del hecho 
de que ambos mutantes presentaron unos niveles de actividad de alrededor del 50% 
con respecto a LytAR6 y de que ésta no disminuyera significativamente tras la diálisis 
(Tabla 23).  
Como ya se ha comentado anteriormente, las interacciones que mantienen la inter-
faz del dímero de C-LytA son, fundamentalmente, de naturaleza hidrofóbica 
(Fernández-Tornero et al., 2002); por ese motivo, en la medida en la que se mantiene 
la no polaridad de los residuos mutados, las propiedades de las amidasas no se verí-
an fuertemente alteradas. Sin embargo, la introducción de un aa cargado (o polar) al-
teraría la fuerza hidrofóbica responsable del mantenimiento del dímero y las amidasas 
mutantes resultantes deberían presentar valores reducidos de actividad. Las proteí-
nas mutantes más afectadas son, en todos los casos, aquellas en las que el aa en 
cuestión ha sido delecionado (o sustituido por un codón de terminación) dando lugar a 
proteínas truncadas. En la Fig. 27 se representan las predicciones de estructuras tri-
dimensionales de los mutantes I3, V4, V8 y L5 tomando la estructura de C-LytA como 
modelo. En todos ellos se observa que la mutación o deleción que se ha introducido 
provoca un cambio en la orientación de ChBR7 con las consecuentes alteraciones en 
la dimerización. Estas enzimas, como se ha comprobado mediante experimentos de 
ultracentrifugación analítica (Fig. 25), permanecen mayoritariamente como monóme-
ros y, por lo tanto, resultan inactivas.  
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Fig. 27. Plegamiento tridimensional de ChBR7 en las amidasas mutantes I3 (Ile315 → Glu); V4 (Val317 → 
stop); V8 (∆Val317); L5 (Leu314 → stop). Para simplificar, sólo se representan las cadenas del carbono α. La 
cadena representada en blanco corresponde a los mutantes. El plegamiento de LytAR6 ha sido determinado 
experimentalmente (Fernández-Tornero et al., 2001). Los residuos están marcados como sigue: ácido, ne-
gro; básico, amarillo; polar, azul; no polar, rojo. Para mayor claridad, se representan tres rotaciones diferen-
tes de cada uno de los modelos. 
 
 
 
El papel que juega cada residuo incluido en las zonas de interacción entre los mo-
nómeros es diferente. La Leu314 admite su sustitución por aa que supongan un cam-
bio tanto de polaridad como de carga y la amidasa resultante sigue manteniendo nive-
les de actividad relativamente elevados. La Ile315, sin embargo, es fundamental para 
el establecimiento de múltiples interacciones hidrofóbicas y, por tanto, es mucho más 
sensible a cualquier sustitución. Los casos de Val317 y de Tyr294 serían ejemplos in-
termedios ya que la naturaleza del aa introducido parece ser determinante para la ac-
tividad de la amidasa mutante. La mayoría de la proteínas mutantes estudiadas tienen 
afectada en mayor o menor medida la capacidad de desconversión aunque los cam-
bios en algunos aa son más notables que en otros (Tabla 23). Así, con la excepción 
de V7 en el que dicho fenómeno no es muy marcado, la importancia del residuo Val317 
en el proceso de conversión/desconversión ha sido observado por vez primera en es-
ta Memoria, pero, a la vista de los resultados obtenidos tras el estudio de las proteí-
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nas mutantes, cambios en Y294 (sobre todo el mutante Y2) también dan como resulta-
dos amidasas con capacidad de revertir desde el estado dimérico al monomérico. El 
residuo L314 parece estar sólo parcialmente implicado en la capacidad de desconver-
sión por diálisis mientras que, claramente, la P297 no parece estar implicada en el pro-
ceso (Tabla 23). 
El efecto de los detergentes sobre la actividad amidásica de las enzimas mutantes 
requiere un comentario aparte y en particular, atendiendo únicamente a aquellos ca-
sos en los que la mutación produjo sólo una pérdida moderada de actividad en la en-
zima. El Tritón X-100 produjo un efecto activador, aunque de magnitud variable, en 
todos los casos; este resultado coincide con datos previos conocidos (Briese y 
Hakenbeck, 1985). Sin embargo, el efecto de la adición de Doc parece depender de 
la mutación introducida. Así, mientras que el detergente no mostró ningún efecto 
apreciable en la mayor parte de los casos, en otros, como en V1 y L4, fue ligeramente 
inhibitorio y, en L2, P1 y P2, se observó una estimulación de la actividad amidásica de 
entre 2 y 3 veces (Tabla 23). En la actualidad, se desconocen las razones de este 
comportamiento y se requieren estudios adicionales en este sentido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI. CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. EJ-1 es el primer bacteriófago de la familia Myoviridae que infecta bacterias 
Gram-positivas con bajo contenido en G+C cuyo genoma ha sido secuencia-
do en su totalidad.  
 
2. El genoma de EJ-1 codifica 73 posibles polipéptidos; de ellos, 53 mostraron 
similitudes significativas con proteínas incluidas en las bases de datos. 
 
3. Los genes de EJ-1 se agrupan en 5 unidades funcionales o módulos implica-
dos en: mantenimiento y regulación de la lisogenia, replicación, empaqueta-
miento del DNA, biosíntesis de las proteínas estructurales y lisis bacteriana. 
 
4. El genoma de EJ-1 posee una estructura en mosaico donde, con excepción 
de los genes responsables de la formación de la cola que tienen parecido con 
genes homólogos de otros fagos Myoviridae, la mayoría de los genes presen-
tan parecidos significativos con genes de fagos de la familia Siphoviridae. 
 
5. Diversos tipos de aproximaciones experimentales han demostrado que la ce-
pa 101/87, que contiene el profago EJ-1 y que había sido clasificada previa-
mente como un neumococo atípico, es un miembro de la especie S. mitis. 
 
6. Las cepas B6 y HER son los primeros ejemplos de cepas lisogénicas de S. 
mitis que portan genes que codifican amidasas LytA típicas, es decir, de 318 
aminoácidos. No obstante, al igual que las enzimas atípicas, las amidasas Ly-
tAB6 y LytAHER son sensibles a la acción del desoxicolato sódico. 
 
7. En contraste con lo descrito con anterioridad, la inhibición de la actividad de 
las enzimas fágicas tipo LytA por desoxicolato sódico no está causada úni-
camente por deleciones sino que también diversas mutaciones puntuales 
pueden conferir ese fenotipo. La inhibición por desoxicolato sódico no es de-
bida a la ruptura de los dímeros activos en monómeros. 
 
8. Las enzimas líticas LytAB6 y LytAHER tienen, en la posición 317, un residuo de 
treonina en lugar de otro de valina. Experimentos de mutagénesis dirigida han 
demostrado que este residuo desempeña un papel fundamental en el proceso 
de conversión/dimerización de la amidasa. 
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9. La relevancia de cada uno de los aa que han sido mutados en la actividad 
enzimática de LytA depende de las interacciones de las que esté formando 
parte. A este respecto, el residuo más sensible a cualquier cambio es Ile315 
mientras que las propiedades bioquímicas de los mutantes construidos sobre 
Val317 y Tyr294 varían con la naturaleza química y estructural del aa por el que 
son sustituidos. El residuo Leu314 es el más permisivo pudiendo soportar cam-
bios tanto en carga como en polaridad sin producir cambios notables en la ac-
tividad enzimática.  
 
10. El residuo Val317  desempeña un papel fundamental en el proceso de conver-
sión aunque Tyr294 y, en mucha menor medida, Leu314 también parecen co-
operar en la formación de formas monoméricas de la enzima a partir de díme-
ros activos. En cualquier caso, la conversión enzimática, característica de la 
principal autolisina de neumococo, parece requerir, además del proceso de 
dimerización, algunos cambios estructurales finos aún por determinar. 
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